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(PCT Article 36 and Rule 70) 

Applicant's or agent's file reference 

irnw mniTinrp ACTION See Notification of Transmittal of International 
*OK * UKI1ULK Atliun preliminary Examination Report (Form PCT/LPEA/416) 

International application No. 
PCT/DE 95/00775 

International filing date (day/month /year) 
11/06/1995 

Priority date (day/month/year) 
16/06/1994 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 


C12N15/63 


Applicant 

SEIBEL, Peter 

et al . 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 


This REPORT consists of a total of 

□ 


sheets, including this cover sheet. 


This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Adniinistrative Instructions under the PCT). 


These annexes consist of a total of 


sheets. 


3. 


This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 


I 

IXJ 

II 

□ 

m 

□ 

IV 

□ 

V 

ID 

VI 

m 

vn 

□ 

vra 
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Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 


Certain observations on the international application 


Date of submission of the demand 
29/12/1995 

Date of completion of this report 
22/08/1996 

Name and mailing address of the LPEA/ EP 
Facsimile No. 

Authorized officer 
Telephone No. 


Form PCT/LPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

International application No. 
PCT/DE95/00775 

I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis off Replacement sheets which have beenfurnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as " originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments. ): 

| X | the international application as originally filed. 


| | the description, pages 
pages 
pages 

as originally tiled, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 

pages 

filed with the letter of 

i 1 , , ■ 

| J the claims, Nos. 

Nos. 

Nos. 

as originally filed, 
as amended under Article 19, 
filed with the* demand 
filed with the letter of 

Nos. 

filed with the letter of 

1 1 the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 

as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 

sheets/fig 

filed with the letter of 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 


| | the description, pages 


| | the claims. Nos. 


| [ the drawings, sheets/fig 


3. | 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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^national application No. 
PCT/DE 95/00775 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 


Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 


1-61 


1-61 


61 


YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 


2. Citations and explanations 

1. The present application concerns signal peptide- 

nucleic acid conjugates which enable nucleic acids 
to be appropriately projected into cells and 
compartments of eucaryotic cells. 

1.1 The closest prior art is Dl (Tet. Letts. (1993), 

34(50), 8087-8090) which discloses the synthesis of 
signal peptide-nucleic acid conjugates which differ 
from the present conjugates, however, in that the 
nucleic acid is bonded to the N- terminal end of the 
peptide, not to the C-terminal end as in the present 
case . 


This difference also indicates the involvement of 
inventive step since the conjugates of Dl are 
apparently unsuitable for translocation similar to 
natural protein transportation (cf. page 7, 
paragraph 1 of the present description) . 

2 . In this report it is assumed that all the claims 
enjoy the priority of the filing date of the 
priority document. If it should subsequently emerge 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


ational application No. 


PCT/DE 95/00775 


that this is not the case, the documents cited in 
Box VI may be relevant. 


The PCT contains no uniform criteria for assessing 
the industrial applicability of claim 58. 
Patentability may also depend on the wording of the 
claims. The EPO does not, for example, recognize the 
industrial applicability of claims to the use of a 
compound in a medical use,- it does, however, allow 
claims to the first use of a known compound in a 
medical use or to the use of such a compound to 
manufacture a drug for a new medical use. 
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International application No. 
PCT/DE95/00775 


VI. Certain documents cited 


1. Certain published documents (Rule 70.10) 


Application No. 
Patent No. 


JP-A-7 099 976 
WO-A-9 534 295 


Publication date 
( day/ month/year) 

18.04.95 
21.12.95 


Filing date 
(day i monthly ear) 


30.09.93 
13.06.95 


Priority date (valid claim) 
( day/ month/year) 


13.06.94 


2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

(day/month/year) (day/month/year) 


Form PCT/IPEA/409 (Box VI) (January 1994) 


INTERNATIONAL PREH 



[ARY EXAMINATION REPORT 



Rational application No. 
T/DE 95/00775 


Vm. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The application does not satisfy the requirements of PCT 
Article 6: claim 2 is superfluous since it is already- 
established in claim 1 that the nucleic acid must be an 
oligonucleotide . 


Form PCT/IPEA/409 (Box VHI) (January 1994) 


I 


VERTRAG rdmgR DIE INTERNATIONALE ZUJMV1MENARBEIT 
Al^DEM GEBIET DES PATENTWl^NS 


PCT 

INTERNA HON ALER VORLAUFIGER PRUF VNG3DERICHT 

(Artikel 36 und Regcl 70 PCT) 


REC'D 2 6 AUG. 19*9 6 


VVIPO 


PCT 


Aktenzeichen des Anmeiders oder Anwaits 

WEITERES siche Mitteilung uber die Ubersendung des inter nation alen 
VORGEIIEN vorlaufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 

Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 95/ 00775 

Internationales Anmeldcdatum 
( Tag(MonatfJahr) 

11/06/1995 

Prioritatsdatum (TagjMonatlJahr) 
16/06/1994 

Internationale Patentklassifikation (JPK) oder nationale Klassifikation und IPK 



C12N15/63 


Anrnelder 



SEIBEL, Peter et al. 




l. Der Internationale vorlaufige PruTungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prtifung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaO Artikel 36 Qbermitlclt. 


Blatter einschliefilich dieses Deckblatts. 


Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 

| | Aufierdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandcrte wurden und diesem Bericht zugrunde Iiegen, und/oder BlatUer mit vor dieser Behorde vorgenom- 
menen Berichtigungen (siehe Kegel 70, ! 6 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichllinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt _ 


Blatter. 


Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 

I | X| Grundlage des Berichts 
II Q Prioritat 

III j^j Keine Erstellung eines Gutachtens uber Ncuheil, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV | | fVtangeinde Einheitlichkcit der Erfindung 

V |^[ Begrilndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
- gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI pKj Bestimmte angeluhrte Unterlagen 
VII | | Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
VIII Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 


Datum der Einreichung des Antrags 
29/12/1995 

Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 2. 08. 96 

Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Pr ufung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
JXk D-80298 MOnchen 

Wjl Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
«— ^ Fax: ( + 49-89^ 2399^465 

Bevollraachiigter Bediensteter 

A. Ctidkiavarty 


Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt)(Januar 1994) 


(29/01/1996) 
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Internationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE95/00775 


I. Grundlage des Berichts 


1, Dieser Bericbt vurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anaeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten ii Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.) 


[x] der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung, 


[ ] der Beschreibung, Seite/n , in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

Seite/n , eingereicht nit dem Antrag. 

Seite/n eingereicht tit Schreiben voir 

Seite/n , eingereicht mit Schreiben vom 


[ ] der Anspruche, Nr. , in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

Nr. , in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 

Nr. , eingereicht tit dem Antrag. 

Nr. , eingereicht lit Schreiben vom 

Nr. , eingereicht mit Schreiben vom 


[ ] der Zeichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 


2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Onterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite 

[ ] Anspruche: Nr. 


in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht lit dem Antrag. 
eingereicht mit Schreiben 

vom . . 

eingereicht mit Schreiben 
vom . 


[ ] Zeichnungen: Blatt/Abb. 


3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 c)). 


4. Etwaige zusat2liche Bemerkungen: 


Fonblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 1) (Januar 1994) 


^fcernationales Aktenzeichen 
I NTERNAT I ON ALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE9 5/0077 5 


V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlicb der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Onterlagen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Feststellung 


1, FESTSTELLUNG 


Neuheit Anspruche 1-6 1__ JA 

Anspruche NEIN 

Erfinderische Tatigkeit Anspruche 1-61 JA 

Anspruche NEIN 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-61 JA 

Anspruche NEIN 


2. UNTERLAGEN UND ERLADTERUNGEN 

1. Die vorliegende Aniaeldung betrifft Signalpeptid- 
Nukleinsaure-Konjugate die das gerichtete Einschleusen 
von Nukleinsauren in Zellen und Kompartimente 
eukaryotischer Zellen erlaubt. 

1.1 Der nachstliegende Stand der Technik ist Dl (= Tet. 

Letts. (1993), 34(50), 8087-8090, worin die Synthese von 
Signalpeptid-Nukleinsaure-Kon jugaten offenbart wird, die 
sich aber von den vorliegenden unterscheiden indem die 
Nukleinsaure an das N-terminale Ende des Peptids und 
nicht wie gegenwartig an das C-terminale Ende gebunden 
ist. 

Diese Unterschied laflt auch erfinderische Tatigkeit 
anerkennen, da die Kon jugate aus Dl anscheinend zur 
Translokation analog zum naturlichen Proteintransport 
ungeeignet sind (siehe Seite 7, Absatz 1, der 
vorliegenden Beschreibung) . 

2. Diesera Bericht liegt die Annahme zugrunde, daB alle 


Foriblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 2) (Januar 1994) 


Internationales Aktenzeichen 
INTERNATIONALER VORLAUF I GER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE95/00775 


Anspruche die Pribritat des Anmeldetags des 
Prioritatsdokuments genieSen. Sollte sich spater 
herausstellen, daB dies nicht zutrifft, so konnten die 
in Punkt VI angegebene Dokumente relevant werden. 

3. Fiir die Beurteilung der Frage, ob der vorliegende 

Anspruch 58 gewerblich anwendbar ist, enthalt der PCT 
keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann 
auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das 
EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand der Anspruche, 
die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung 
gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es 
laflt jedoch Anspruche zu, die auf eine bekannte 
Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und 
die Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung 
eines Arzneimittels fiir eine neue medizinische Anwendung 
gerichtet sind. 
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temationales Aktenzeichen 
PCT/DE95/00775 


VI. Bestiote angefuhrte Unterlagen 


1. Bestimate veroffentlichte Onterlaqen (Reqel 70.10) 


Anmeldenr. 
Patentnr. 


Veroffentlichungsdatum 
(Tag/Honat/Jahr) 


Anmeldedatum 
(Tag/Honat/Jahr) 


Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(Tag/Honat/Jahr) 


JP-A-7 099 976 18.04.95 
WO-A-9 534 295 21.12.95 


30.09.93 
13 .06.95 


13.06.94 


2, Nicht-schriftliche Offenbamng (Regel 70.9) 


Art der nicht-schriftlichen 
Offenbarung 


Datum der nicht-schriftlichen 
Offenbarung 
(Tag/Honat/Jahr) 


Datum der schriftl. Offenbarung , 
die sich auf die nicht-schriftl. 
Offenbarung bezieht (Tag/Honat/Jahr) 
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cernationales Aktenzeichen 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/DE95/00775 


VIII. Bestiiite Beierkungen zur intemationaleh Anieldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibunq und der Zeichnungen oder zu der Fraqe, ob die Anspruche in vollem 
Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

Die Anmeldung erfiillt nicht die Erf ordernisse des 
Artikels 6 PCT: 

Anspruch 2 scheint uberflussig zu sein da in Anspruch 1 
schon festgelegt wird, daB die Nukleinsaure ein 
Oligonukleotid sein muB. 
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VERTRAG 


w 


BER DIE INTERNATIONALE ZJJSAMMENARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENT\M»ENS 


PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

WEI TERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des inter nation ale n 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreflfend, nachstehender Punkt 5 

Internationales Aktenzeichen 

PCT/ DE95/ 00775 

Internationales Anmeldedatum 
(Tag/MonatfJahr) 

11/06/95 

(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tagf\fonatJJahr) 

16/06/94 

Anmelder 

SEIBEL, Peter et al. 


Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehbrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 


Dieser internationale Recherchenbericht umfaflt insgesamt 3 


Blatter. 


fx") Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 


1. | | Bestinunte Ansp ruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q MangeJnde Einheidichkeh der Erfindung (siehe Feld II). 

3. | | In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nudeotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, dafl der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Of fen barungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

[ | das von der Internationalen Recherchenbehbrde in die ordnungsgemafie Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| X I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behbrde wie folgt festgesetzt. 


S. Hinsichtlich der Z usammenf assung 

[ X 1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38,2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behbrde 

festgesetzt Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehbrde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 


Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenf assung zu verbffentlichen: 

Abb. Nr. 3 I 1 W" e vom Anmelder vorgeschlagen | ] keine der Abb. 

f X 1 weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 


Formblatt PCT/IS A/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 


PCT 



/ELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGEh 
Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBEET DES PATENTWESENS (PCT) 


(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 

C12N 15/63, 15/79, 15/11, 15/10, A61K 
48/00 


A2 


(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 95/34665 

(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 21. December 1995 (21,12.95) 


(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE95/00775 

(22) Internationales Anmeldedatum: 1 1. Juni 1995 (1 1.06.95) 

(30) Prioritatsdaten: / 

P 44 21 079.5 \/ 16. Juni 1994 (16.06.94) DE 

(71) (72) Anmelder und Erfinder: SEIBEL, Peter [DE/DE]; Obere 

Hainbachstrasse 2, D-35216 Biedenkopf-Wallau (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): SEIBEL, Andrea [DE/DE]; 
Larchenstrasse 10, D-97320 Albertshofen (DE). 


(81) Bestimmungsstaaten: AM, AT, AU, BB, BG, BR, BY, CA, 
CH, CN, CZ, DE, DK, EE, ES, H, GB, GE, HU, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LK, LR, LT, LU, LV, MD, MG, MN, 
MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SI, SK, TJ, 
TT, UA, US, UZ, VN, europiiisches Patent (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), 
OAPI Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG), ARIPO Patent (KE, MW, SD, SZ, UG). 


Veroffentlicht 

Ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu 
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts. 


(54) Title: CHIMERICAL PEPTIDE-NUCLEIC ACID FRAGMENT, PROCESS FOR PRODUCING THE SAME AND ITS USE FOR 
APPROPRIATELY INTRODUCING NUCLEIC ACIDS INTO CELL ORGANELLES AND CELLS 


(54) Bezeichnung: CHIMARES PEPTID-NUKLEINSAURE-FRAGMENT, VERFAHREN ZU SEINER HERSTELLUNG, SOWIE 
SEINE VERWENDUNG ZUR 23ELGERICHTETEN NUKLEINSAUREEINBRINGUNG IN ZELLORGANELLEN 
UND ZELLEN 


(57) Abstract 


In order to appropriately introduce ge- 
netic material into cell organelles, the corre- 
sponding nucleic acid is bound to a cell-specific, 
compartment-specific or membrane-specific pep- 
tide. The nucleic acid is directed by the peptide 
to the aimed compartment through the natural 
protein transport paths and is transported through 
the membrane (the membrane system). For nu- 
cleic acids to unfold their replication and transcription activity in cells and cell organelles and to be projected into the cell through the 
protein import route, they must on the one hand have all required genetic elements and on the other hand must not exceed the pore import 
capacity. These two requirements caused the development of a linear-cyclic plasmid system which contains all required genetic elements, 
may be absorbed through the protein import route thanks to its pseudo-linear structure (cyclic DNA ends) and may finally build cyclic 
replication intermediates. By combining in any desired manner nucleic acids and compartment-specific protein sequences, this process 
allows nucleic acids to be appropriately introduced into cells and cell organelles. This system is thus suitable both for mutagenesis and in 
the molecular therapy of genetic diseases. 



(57) Zusammenfassung 

Urn Erbgut zielgerichtet in Zellorganellen einzufUhren, wird die entsprechende Nukleins^ure an ein zell-, kompartiment- oder 
membranspezifisches Peptid gebunden. Unter Ausnutzung der natiirlichen Proteintransportwege wird die Nukleinsaure von dem Peptid 
zum Zielkompartiment dirigiert und durch die Membran (das Membransystem) transportiert. Damit die Nukleinsaure eine Replikations- 
und Transkriptionsaktivitat in Zellen und Zellorganellen entfalten und iiber die Protein-Importroute eingeschleust werden kann, muB sie 
zum einen iiber alle notwendigen genetischen Elemente verfugen und zum anderen die Gro&enkapazit&t der Importpore nicht ubersteigen. 
Die {Combination dieser Voraussetzungen fuhrte zur Entwicklung eines linear-zyklischen Plasmidsy stems, das zum einen alle notwendigen 
genetischen Elemente beherbergt und zum anderen durch seine pseudo-lineare Struktur (zyklisierte DNA-Enden) iiber die Protein-Importroute 
aufgenommen werden kann und anschliefiend zyklische Replikationsintermediate zu bilden vermag. Das Verfahren ermoglicht durch 
beliebige Kombination von Nukleinsauren und kompartimentspezifischen Proteinsequenzen die zielgerichtete Einbringung von Nulkeinsauren 
in Zellen und Zellorganellen und damit die Verwendung dieses Systems sowohl in der zielgerichteten Mutagenese als auch zur molekularen 
Therapie genetischer Erkrankungen. 
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Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment, Verfahren zu seiner Herstellung, sowie 
seine Verwendung zur zielgerichteten Nukleinsaureeinbringung in Zellorganellen 
und Zellen 

♦ Diese Erfindung betrifft ein chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment, das Verfahren zu 
5 seiner Herstellung, sowie seine Verwendung zur zielgerichteten Nukleinsaureeinbringung 

in Zellorganellen und Zellen. 

Es ist bekannt, daB zellulare Membransysteme weitestgehend impermeabel fur 
Nukleinsauren sind. Durch physikalische Prozesse (Transformation) und biologische 

1 0 Vorgange (Infektion) konnen Zellmembranen aber sehr effizient iiberwunden werden. Der 
Transformation, also dem unmittelbaren Aufiiehmen der nackten Nukleinsaure durch die 
Zelle geht eine Behandlung der Zellen voraus. Unterschiedliche Methoden zur Erzeugung 
dieser 'kompetenten Zellen' stehen zur Verfugung. Die meisten Verfahren basieren auf den 
Beobachtungen von Mandel und Higa (M. Mandel et al (1970), "Calcium-dependent 

15 bacteriophage DNA infection", J. Mol. Biol. 53: 159-162), die erstmals zeigen konnten, 
daB die Ausbeuten bei der Aufhahme von Lambda-DNA durch Bakterien in Gegenwart 
von Calciumchlorid ganz wesentlich gesteigert werden. Diese Methode ist erstmals auch 
von Cohen et al. (S.N. Cohen et al (1972), "Nonchromosomal antibiotic resistance in 
bacteria: genetic transformation of Escherichia coli by R-factor DNA", Proc. Natl. Acad. 

20 Sci. U. S. A. 69: 2110-2114) fur Plasmid-DNA erfolgreich eingesetzt und durch viele 
Modifikationen verbessert worden (M. Dagert et al (1979), "Prolonged incubation in 
calcium chloride improves the competence of Escherichia coli cells", Gene 6: 23-28). Eine 
andere Transformationsmethode beruht auf der Beobachtung, daB hochfrequente 
Wechselstromfelder Zellmembranen aufbrechen konnen (Elektroporation). Diese Technik 

25 lalit sich ausnutzen, urn nackte DNA nicht nur in prokaryotische Zellen, sondern auch in 
eukaryotische Zellsysteme einzuschleusen (K. Shigekawa et al (1988), "Electroporation of 
eukaryotes and prokaryotes: a general approach to the introduction of macromolecules into 
cells", Biotechniques 6: 742-751). Zwei sehr sanfte Methoden zur DNA-Einbringung in 

• eukaryotische Zellen wurden von Capecchi (M.R. Capecchi, (1980), "High efficiency 
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transformation by direct microinjection of DNA into cultured mammalian cells", Cell 22: 
479-488) und Klein et al. (T.M. Klein et al (1987), "High velocity microprojectiles for 
delivering nucleic acids into living cells", Nature 327 : 70-73) entwickelt: sie beruhen 
einmal auf der direkten Injektion der DNA in die einzelne Zelle (Mikroinjektion), sowie 
5 auf der BeschieBung einer Zellpopulation mit Mikroprojektilen aus Wolfram, an deren 
Oberflache die betreffenden Nukleinsaure gebunden wurde ('Shotgun'). Parallel zur 
physikalischen Transformation von Zellen haben sich die biologischen Infektionsmethoden 
bewahrt. Dazu zahlen insbesondere die hocheffiziente virale Einbringung von 
Nukleinsauren in Zellen (K.L. Berkner, (1988), "Development of adenovirus vectors for 

10 the expression of heterologous genes", Biotechniques 6: 616-629; L.K. Miller, (1989), 
"Insect baculoviruses: powerful gene expression vectors", Bioessays H: 91-95; B. Moss et 
al (1990), "Product review. New mammalian expression vectors", Nature 348 : 91-92) und 
die uber Liposomen vermittelte Lipofektion (R.J. Mannino et al (1988), "Liposome 
mediated gene transfer", Biotechniques 6: 682-690; P.L. Feigner et al (1987), 

1 5 "Lipofection: a highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. Natl. 
Acad. Sci, U. S. A. 84: 7413-7417). Alle bisher beschriebenen Methoden behandeln das 
Uberwinden der prokaryotischen oder eukaryotischen Plasmamembran durch nackte oder 
verpackte Nukleinsauren. Wahrend mit dem Einschleusen der Nukleinsaure in die 
prokaiyotische Zelle der Wirkort bereits erreicht ist, finden in der kompartimentierten 

20 eukaryotischen Zelle weitere biochemische Prozesse statt, die unter bestimmten 
Bedingungen das Eindringen der Nukleinsaure in den Zellkern unterstiitzen (z. B. viraler 
Infektionsweg bei HTV). Analoge Infektionsprozesse, bei denen exogene Nukleinsauren 
aktiv in andere Zellorganellen eingeschleust werden (z. B. in Mitochondrien), wurden 
bisher nicht beschrieben. 

25 Neben der Einbringung der Nukleinsaure in die Zelle bzw. die Zellorganelle spielt die 
Transkription und vor allem die Replikation der eingefuhrten Nukleinsaure eine 
entscheidende Rolle. In diesem Zusammenhang ist bekaimt, daB DNA-Molekiile iiber eine 
besondere Eigenschaft verfugen konnen, die unter bestimmten Bedingungen in einer Zelle 
eine Verdoppelung zulSBt. Hierzu tragt ein besonderes Strukturelement, der 
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Ursprungspunkt der DNA-Replikation bei (ori, origin), dessen Anwesenheit die Fahigkeit 
zur DNA-Replikation verleiht (KJ. Marians (1992), "Prokaryotic DNA replication", Annu. 
Rev. Biochem. 6\: 673-719; MX. DePamphilis (1993), "Eukaryotic DNA replication: 
anatomy of an origin", Annu. Rev, Biochem. §2: 29-63; H. Echols und M.F. Goodman 
5 (1991), "Fidelity mechanisms in DNA replication", Annu. Rev. Biochem. 60: 477-511). 
Der streng kontrollierte ProzeB der DNA-Replikation beginnt in E. coli beispielsweise mit 
der Bindung eines Proteins (K. Geider und H. Hoffmann Berling (1981), "Proteins 
controlling the helical structure of DNA", Annu. Rev. Biochem. 50: 233-260) an die 
hochspezifische Initiationsstelle und definiert damit den Startpunkt fur eine spezifische 

10 RNA-Polymerase (Primase). Sie synthetisiert einen kurzen RNA-Strang (-10 Nukleotide, 
'Primer 1 ), der zu einem der DNA-Matrizenstrange komplementar ist. Die 
3 -Hydroxy Igruppe des terminalen Ribonukleotids dieser RNA-Kette dient als 'Primer' fur 
die Synthese neuer DNA durch eine DNA-Polymerase. DNA-entwindende Proteine 
entspiralisieren die DNA-Doppelhelix (J.C. Wang (1985), "DNA topoisomerases", Annu. 

1 5 Rev. Biochem. 54- 665-697). Die separierten Einzelstrange werden durch DNA-bindende 
Proteine in ihrer Konformation stabilisiert (J.W. Chase und K.R. Williams (1986), 
"Single-stranded DNA binding proteins required for DNA replication", Annu. Rev, 
Biochem. 55: 103-136), um eine storungsfreie Funktion der DNA-Polymerasen zu 
ermoglichen (T.S. Wang (1991), "Eukaryotic DNA polymerases", Annu. Rev. Biochem. 

20 60: 513-552). Ein Multienzymkomplex, das Holoenzym der DNA-Polymerase-IH, 
synthetisiert den grSBten Teil der neuen DNA. Der RNA-Teil des chimaren 
RNA-DNA-Molekiils wird anschliefiend von der DNA-Polymerase III abgespalten. Die 
Entfernung der RNA von den neu entstandenen DNA-Ketten laBt Liicken zwischen den 
DNA-Fragmenten entstehen. Diese Liicken werden von der DNA-Polymerase I ausgefullt, 

25 die DNA aus einer Einstrang-Matrize neu aufbauen kann. Wahrend bei der Replikation 
einer der beiden neu synthetisierten DNA-Strange kontinuierlich aufgebaut wird 
(5'-3'-Richtung, Leitstrang), beobachtete Ogawa und Okazaki, daB ein GroBteil des 
neusynthetisierten Gegenstranges (3'-5 f -Richtung, Verzogerungsstrang) aus kurzen DNA 
Fragmenten aufgebaut wurde (T. Ogawa und T. Okazaki (1980), "Discontinuous DNA 

30 replication", Annu. Rev. Biochem. 49: 421-457). Sogenannte Primasen imtiieren hier 
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durch die Synthese mehrerer RNA-Primer den Beginn der DNA-Synthese des 
Gegenstranges. Mit fortschreitender Replikation werden diese Fragmente von ihren 
RNA-Primern befreit, die Lucken geschlossen und von der DNA-Ligase kovalent zu 
langen Tochterstrangen miteinander verknupft. Nach der Beendigung des 
5 Replikationszyklusses entstehen zwei Chromosome. 

Im Unterschied dazu wird die DNA-Replikation von vielen Plasmiden uber einen 
Replikationsursprung gesteuert, der auf die Synthese des Verzogerungsstranges 
Q'-S'-Richtung) verzichtet und die Synthese von zwei kontinuierlichen DNA-Strangen 
bidirektional initiieren kann (jeweils in 5'-3'-Richtung entlang der beiden Matrizen). Die 
10 Voraussetzung fur eine vollstandige DNA-Replikation ist hier die zyklische Form der 
Nukleinsaure. Sie gewahrleistet, daB die DNA-Polymerasen am Ende der Neusynthese der 
komplementaren DNA-Strange wieder an den Ausgangspunkt zuriickgelangen, wo nun 
Ligasen die kovalente Verkniipfung der Enden der beiden neusynthetisierten 
Tochterstrange gewahrleisten. 

1 5 Eine interessante Form linear-zyklischer Nukleinsauren ist aus Pockenviren bekannt: durch 
sogenannte 'hairpin-loops' an den Enden ihrer linearen Genome verfugen sie unter 
Beibehaltung einer uberwiegend linearen Konformation tiber eine zyklische 
Molekiilstruktur (D.N. Black et al. (1986), "Genomic relationship between 
capripoxviruses", Virus Res. 5: 277-292; JJ. Esposito und J.C. Knight (1985), 

20 "Orthopoxvirus DNA: a comparison of restriction profiles and maps", Virology 143 : 
230-251). Kovalent geschlossene 'hairpin-Nukleinsauren wurden nicht nur in Pockenviren 
gefunden, sondern auch fur die ribosomale RNA aus Tetrahymena (E.H. Blackburn und 
J.G. Gall (1978), "A tandemly repeated sequence at the termini of the extrachromosomal 
ribosomal RNA genes in Tetrahymena", J. Mol. Biol. 120 : 33-53), und den Genomen der 

25 Parvoviren (S.E. Straus et al. (1976), "Concatemers of alternating plus and minus strands 
are intermediates in adenovirus-associated virus DNA synthesis", Proc. Natl. Acad. Sci. U. 
S. A. 73: 742-746; P. Tattersall und D.C. Ward (1976), "Rolling hairpin model for 
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replication of parvovirus and linear chromosomal DNA", Nature 263: 106-109) 
beschrieben. 

Mit den bisher bekannten Plasmiden oder Nukleinsaurekonstrukten ist es aber nicht 
moglich, Nukleinsauren zielgerichtet ixber die Protein-Importroute in Zellen oder 
5 Zellorganellen einzubringen. Dies ist aber zum Beispiel Voraussetzung dafiir, 
Veranderungen des mitochondrialen Genoms von Patienten mit neuromuskularen und 
neurodegenerativen Erkrankungen auf genetischer Ebene behandeln, oder eine 
zielgerichtete Mutagenese in Mitochondrien oder anderen Zellorganellen durchfuhren zu 
konnen. 

10 Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, ein Konstrukt auf 
Nukleinsaure-Basis zu entwickeln, das das gerichtete Einschleusen von Nukleinsauren in 
Zellen und Kompartimente eukaryotischer Zellen erlaubt. AuBerdem soil ein Verfahren 
bereitgestellt werden, wie dieses Konstrukt in Zellkompartimente oder Zellen gelangen 
kann. Weiterhin sollte die eingeflihrte Nukleinsaure so beschaffen sein, daB sie auch als 

15 replikationsfahige Nukleinsaure uber zellulare Protein-Importwege aufgenommen werden 
kann. AuBerdem sollten Eigenschaften vorhanden sein, die zu einer gesteuerten 
Transkription und/oder Replikaton in Zellen bzw. in definierten Zielkompartimenten einer 
Zelle fuhren. Das Verfahren soil zur Therapie von genetischen Erkrankungen 
(Veranderungen am mitochondrialen Genom) und zur zielgerichteten Mutagenese in 

20 eukaiyotischen und prokaryotischen Zellen eingesetzt werden. Die Erfindung soli folgende 
Anforderungen: 

- universelle Anwendbarkeit 

- zell-, kompartiment- und membranspezifisches Einschleusungsverhalten 

- hohe Effektivitat 

25 - geringe Immunogenitat 

- Minimierung des Infektionsrisikos 

- die eingefuhrte Nukleinsaure (Plasmidmolekul) soli replizierbar sein 
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- die eingefiihrte Nukleinsaure (Plasmidmolekiil) soil transkribierbar sein 

- die eingefiihrte Nukleinsaure (Plasmidmolekiil) soil gegen Nukleasen stabil sein 

- die Struktur der eingefuhrten Nukleinsaure (Plasmidmolekiil) sollte universell 
verwendbar sein 

5 Geldst wird diese Aufgabe durch die Merkmale der Patentanspriiche 1), 25), 54), 56), 58), 
60) und 61). Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den Unteranspriichen. 

Um ein Protein innerhalb einer Zelle vom Entstehungsort gezielt zu einem anderen 
Kompartiment oder einer anderen Zellorganelle (z. B. den Wirkort) befordern zu konnen, 
wird das Protein in der Regel als Praprotein synthetisiert (R. Zimmermann et al (1983), 

10 "Biosynthesis and assembly of nuclear-coded mitochondrial membrane proteins in 
Neurospora crassa", Methods Enzymol. 97: 275-286). Neben der maturierten 
Aminosauresequenz verfugt das Praprotein iiber eine sogenannte Signalsequenz. Diese 
Signalsequenz ist spezifisch fur das Zielkompartiment und sorgt dafur, daB das Praprotein 
durch Oberflachenrezeptoren erkannt werden kann. Das natiirliche Hindernis 'Membran' 

15 wird dann uberwunden, indem das Praprotein durch einen aktiven (mehrere 
Transport-Proteine' sind an diesem ProzeB beteiligt) oder passiven Prozefl (direkter 
Durchtritt ohne Beteiligung weiterer Proteine) durch die Membran transloziert wird. Am 
Wirkort wird dann die Signalsequenz in der Regel durch eine spezifische Peptidase 
abgetrennt, sofern sie nicht selbst Bestandteil des maturierten Proteins ist. Das maturierte 

20 Protein kann nun seine enzymatische Aktivitat entfalten. 

Es wurde von den Erfindern erkannt, daB dieser Mechanismus ausgenutzt werden kann, 
um Nukleinsauren zielgerichtet durch Membranen zu schleusen. Dabei unterliegt die 
Nukleinsaure keiner Beschrankung, das heiBt es kann jede gewiinschte bzw. bekannte 
Nukleinsaure verwendet werden. Dazu wird eine zell-, kompartiment- oder 
25 membranspezifische Signalsequenz an die gewiinschte Nukleinsaure gekoppelt, wobei ein 
chimaresPeptid-Nukleinsaure-Fragment entsteht. In diesem Zusammenhang ist bekannt, 
daB die Kopplung zwischen einer Nukleinsaure und einem Peptid iiber die mit 


WO 95/34665 


7 


PCT7DE95/00775 


e-Maleimidocapronsaure-N-hydroxysuccinimdester modifizierte a-Aminogruppe eines 
synthetischen KDEL-Peptides erfolgen kann (K. Arar et al, (1993), "Synthesis of 
oligonucleotide-peptide conjugates containing a KDEL signal sequence", Tetrahedron Lett. 
34 : 8087-8090). Diese Verknupfungsstrategie ist fur die Nukleinsaureeinbringung in 
5 Zellorganellen und Zellen jedoch vollig unbrauchbar, da hierbei Translokation analog zum 
natiirlichen Proteintransport erfolgen soil. Mit der Blockierung der a-Aminogruppe eines 
synthetischen Peptides durch eine Nukleinsaure ist ein derartiger Transport nicht zu 
erwarten. Von den Erfindern wurde deshalb eine Kopplung uber eine Carboxy-terminale 
Aminosaure gewahlt. Das gewahrleistet zum einen eine 'lineare* Verkniipfiing, zum 
10 anderen steht das freie Amino-terminale Ende des Signalpeptids damit fur die essentiellen 
Schritte der Importreaktion zur Verfugung. 

Um den beschriebenen Transportmechanismus auch fur die Einbringung von replikativen 
und transkriptionsaktiven Nukleinsauren nutzbar machen zu kOnnen, wird die 
Nukleinsaure vorzugsweise iiber eine homologe Rekombination in ein vorhandenes 
15 Genom integriert, oder ist selbst Trager der genetischen Elemente, die eine autonome 
Initiation von Replikation und Transkription gewShrleistet. Nur die letzte Variante erfullt 
das Kriterium der universellen Anwendbarkeit, da eine Rekombination in ein vorhandenes 
zellulares Genom nur unter bestimmten Bedingimgen und in ausgewShlten Zellen gelingt. 

Eine Moglichkeit bietet hier die Verwendung zyklischer DNA, da die DNA-Polymerasen 
20 am Ende der Neusynthese der Tochterstrange wieder an den Ausgangspunkt 
zuriickgelangen und damit eine vollstandige DNA-Replikation gewahrleisten. Wahrend die 
Verwendung eines doppelstrSngigen zyklischen Plasmides alle physikalischen Kriterien fur 
eine erfolgreiche Replikation in jedem Zielkompartiment der Zelle erfullt, steht dieser 
physikalischen DNA-Form jedoch die Groflenkapazitat der Importpore gegenuber, die 
25 entscheidend an der zielgerichteten Translokation beteiligt ist: bereits der kompakte 
Durchmesser eines superhelikalen Plasmides ist dem globularer Proteine vergleichbar und 
laBt eine Translokation durch ein Membransystem uber die Protein-Importroute 
aussichtslos erscheinen. Der Losungsansatz besteht hier in der Verwendung 
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linear-zyklischer DNA-Molekiile, die tiber modifizierte (zyklisierte) Enden verfugen, 
trotzdem aber nur den Durchmesser linearer DNA-Molekiile aufweisen. Diese stellen zum 
einen kein Hindernis fur die Grofle der Importpore dar, zum anderen verfiigen diese 
linear-zyklischen DNA-Molekiile uber alle physikalischen Voraussetzungen, urn in den 
5 Mitochondrien replikative und transkriptionsaktive Plasmide bilden zu kdnnen. 

Fur die Konstruktion des erfindungsgemaBen chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragmentes, 
sowie fur die Konstruktion eines replikativen und transkriptionsaktiven 
Nukleins&ureanteils (Plasmid) benotigt man vorzugsweise: 

- Signalpeptid bzw. Signalsequenz (zell-, kompartiment- oder membranspezifisch) 
10 - Kopplungsagenz 

- Nukleinsaure (Oligonukleotid), die vorzugsweise die folgenden weiteren 
Informationen umfaBen kann: 

- Informationen zur Initiation und Regulation von Transkription und Replikation 

- Informationen fur die Termination der Transkription und Replikation 

15 - multiple Klonierungsstelle fiir eine zusatzlich einzufiigende (zu expremierende) 

Nukleinsaure 

- Modifikationsmoglichkeiten, so daB f hairpin-loops f angefugt werden konnen 
(Zyklisierung der Enden), die eine Verkniipfung zum Signalpeptid zulassen 

Die Auswahl der Signalsequenz hangt davon ab, welche Membran bzw. welches 
20 Membransystem iiberwunden und welches Zielkompartiment der Zelle (Zellkern, 
Mitochondrion, Chloroplast) oder der Zellorganelle erreicht werden soil. Proteine, die zum 
Beispiel in eines der vier mitochondrialen Kompartimente (auflere 
Mitochondrienmembran, Intermembranraum, innere Mitochondrienmembran, Matrixraum) 
eingeftihrt werden sollen, besitzen kompartimentspezifische Signalsequenzen. Fiir die 
25 Einbringung von Nukleinsauren werden im allgemeinen Signalsequenzen ausgewahlt, die 
ein zell-, kompartiment- oder membranspezifisches Erkennungssignal enthalten und 
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dadurch die angehangte Nukleinsaure an ihren Wirkungsort dirigieren (z.B. innere Seite 
der inneren Mitochondrienmembran oder Matrixraum). Zur Auswahl stehen 
Signalsequenzen, die Proteine in Gegenwart oder Abwesenheit eines Membranpotentials 
transportieren konnen. Fiir die Nukleinsaureeinbringung werden Signalsequenzen 
5 bevorzugt, die unabhangig von Membranpotentialen arbeiten, z.B. die Signalsequenz der 
Ornithintranscarbamylase (OTC) fur den Transport in den Matrixraum der Mitochondrien 
(A.L. Horwich et al (1983), "Molecular cloning of the cDNA coding for rat ornithine 
transcarbamoylase", Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80: 4258-4262; J.P. Kraus et al 
(1985), "A cDNA clone for the precursor of rat mitochondrial ornithine transcarbamylase: 

10 comparison of rat and human leader sequences and conservation of catalytic sites", 
Nucleic. Acids. Res. 13: 943-952). Grundsatzlich ist fur den Transport in das 
Zielkompartiment die reine Signalsequenz ausreichend. Bevorzugt werden aber 
Signalsequenzen ausgewahlt, die zusatzlich iiber eine zell- oder kompartimentspezifische 
Peptidasespaltstelle verfugen. Diese 'Spaltstelle' liegt im giinstigsten Fall innerhalb der 

15 Signalsequenz, kann aber auch an diese durch zusatzliche Aminosauren angefugt werden, 
urn nach dem Erreichen des Zielkompartimentes das Abspalten der Signalsequenz 
sicherzustellen (z.B. kann die Signalsequenz der menschlichen OTC urn weitere zehn 
Aminosauren der maturierten OTC verlangert werden). Damit wird gewahrleistet, daB die 
Nukleinsaure im Zielkompartiment von dem Signalpeptid abgetrennt werden kann und 

20 sich damit die Wirkung der Nukleinsaure voll entfaltet. Hergestellt wird die ausgewahlte 
Signalsequenz auf biologischem (Reinigung natiirlicher Signalsequenzen oder Klonierung 
und Expression der Signalsequenz in einem eukaryotischen oder prokaryotischen 
Expressionssystem), bevorzugt aber auf chemisch-synthetischem Weg. 

Um eine lineare chemische Verkniipfung zwischen Nukleinsaure und Signalpeptid zu 
25 gewahrleisten, erfolgt die Kopplung des Signalpeptids iiber ein Kopplungsagenz, das im 
allgemeinen iiber Aminosauren, bevorzugt iiber Aminosauren mit reaktiven Seitengruppen, 
bevorzugt iiber ein einzelnes Cystein oder Lysin am Carboxy-terminalen Ende des 
Signalpeptides mit diesem verbunden ist. Als Kopplungsreagenz dient ein bifunktioneller 
Crosslinker, bevorzugt ein heterobifunktioneller Crosslinker, der bei Verwendung eines 
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Cysteins als Kopplungsstelle am Signalpeptid neben einer thiolreaktiven Gruppe iiber eine 
zweite reaktive Gruppe, bevorzugt eine aminoreaktive Gruppierung verfugt (z. B. 
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimidester, MBS und seine Derivate). 

Auch die Nukleinsaure verfugt iiber eine Kopplungsstelle, die kompatibel zum 
5 ausgewahlten Crosslinker sein sollte. Bei der Verwendung von MBS sollte das 
Oligonukleotid iiber eine Amino- oder Thiolfunktion verfugen. Die Kopplungsgruppe der 
Nukleinsaure kann iiber die chemische Synthese des Oligonukleotids eingefuhrt werden 
und ist im allgemeinen am 5'-Ende, am 3'-Ende, bevorzugt aber direkt an einer 
modifizierten Base lokalisiert, z. B. als 5'-Aminolinker (TFA-Aminolinker Amidite R , 

1 0 1 ,6-(N-Trifluoroacetylamino)-hexyl-B-Cyanoethyl-N,N-Diisopropyl Phosphoramidite, 
Pharmacia) oder als 5'-Thiollinker (THIOL-C6 Phosphoramidit*, MWG Biotech) an einer 
freien 5 '-Hydroxy/Phosphatgruppe, als 3 '-Aminolinker (3 '-Aminomodifier-C7-CPG- 
Synthesesaulen R , MWG Biotech) an einer freien 3 '-Hydroxy/Phosphatgruppe, bevorzugt 
aber als aminomodifiziertes Basenanalogon, bevorzugt aminomodifiziertes Deoxyuridin 

1 5 (Amino-Modifier-dT R , 5 '-Dimethoxy-trityl-5-[N-(trifluoroacetylaminohexyl)-3-acryl- 
imido]-2'-desoxy uridin, 3 '-[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite, Glen 
Research) innerhalb der Sequenz. Die zum verwendeten Crosslinker kompatible reaktive 
Gruppe ist dabei mindestens durch eine C2-Spacer Einheit, bevorzugt aber durch eine 
C6-Spacer Einheit vom 5 - oder 3'-Ende des Oligonukleotids oder der modifizierten Base 

20 distanziert Die Nukleinsaure (Oligonukleotid) mit reaktiver Kopplungsgruppe umfaBt 
dabei mindestens zwei Nukleotide. 

Um die Stabilitat der Nukleinsaure (Oligonukleotid) gegenuber zellularen und 
extrazellularen Nukleasen zu erhohen, konnen die chemisch synthetisierten Nukleinsauren 
durch ein sulfiirzierendes Reagenz (Beaucage-Reagenz 11 , MWG-Biotech) geschiitzt 
25 werden. Bei der chemischen Synthese werden dabei die Phosphordiester-Bindungen der 
Nukleinsaure in Phosphorthioat-Bindungen umgewandelt. Dieses Oligonukleotid laBt sich 
dann ftir die enzymatische Amplifizierung von Nukleinsauren einsetzen, durch weitere 
Verkniipfungsreaktionen mit anderen Nukleinsauren verlangern oder direkt verwenden. 
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Urn das chimare Peptid-Nukleinsaure-Fragment direkt einzusetzen, sollte die Nukleinsaure 
(Oligonukleotid) uber eine hybridisierungsfahige Sekundarstruktur verfiigen, bevorzugt 
ohne interne Homologien, um eine lineare Einzelstrangstruktur ausbilden zu konnen. 
Damit wird sichergestellt, daB die Nukleinsaure (Oligonukleotid) des chimaren 
5 Peptid-Nukleinsaure-Fragmentes ohne weitere Nukleinsaureankopplungen eine 
biochemische/therapeutische Wirkung entfalten kann. 

Zur Kopplung mit der Signalsequenz werden aber bevorzugt Nukleinsauren 
(Oligonukleotide) eingesetzt, die uber zwei weitere Eigenschaften verfiigen: 

1. Die Sequenz ist bevorzugt partiell palindromisch, mit einem glatten 5 '-3 '-Ende ('blunt 
10 end'), iiberhangendem 3'- Ende ('sticky end'), bevorzugt aber mit iiberhangendem, 

phosphorylierten 5 '-Ende ('sticky end'), ganz bevorzugt mit einem 4 Nukleotide 
umfassenden uberhangenden 5-Ende, das keine Selbsthomologie (palindromische 
Sequenz) aufweist. Dadurch kann sich eine stabile, monomere Sekundarstruktur 
( 'hairpin-loop ') ausbilden. Das uberhangende 5 '-Ende dient dazu, definierte 
15 Nukleinsauren, Antisense-Oligonukleotide, bevorzugt aber transkribierbare und 
replizierbare Gene anzukoppeln. 

2. Das Oligonukleotid tragt im Scheitelpunkt des 'loops' eine modifizierte Base, die eine 
zum Crosslinker reaktive Gruppierung tragt, bevorzugt ein aminomodifiziertes 
2'-Deoxythymidin. Die Aminofunktion dieser modifizierten Base ermoglicht dabei die 

20 Kopplungsreaktion zwischen MBS und Oligonukleotid. 

Das chimare Peptid-Nukleinsaure-Fragment eignet sich zum gezielten Einbringen von 
Nukleinsauren in Zellen und Zellorganellen (z. B. Zellkern, Chloroplast), insbesondere 
zum Einbringen von Ribonukleinsauren (mRNAs, Antisense -Oligonukleotide) und 
Desoxyribonukleinsaioren (vollstandigen Gene, 'Antisense -Oligonukleotide). Besonders 
25 eignet er sich zum Einschleusen von transkribierbaren und prozessierbaren Genen in 
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Mitochondrien, ganz besonders aber zum Einschleusen von replikativen, 
transkriptionsaktiven und prozessierbaren linear-zyklischen Nukleinsauren (Plasmiden). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird an die Nukleinsaure, enthaltend die reaktive 
Kopplungsstelle, oder an das chimare Peptid-Nukleinsaure-Fragment ein transkribierbares 
5 Gen angekoppelt werden. Bevorzugt geschieht dies durch die Amplifizierung eines Gens, 
bevorzugt eines klonierten Gens, das aus einem mitochondrialen Promotor, bevorzugt dem 
Promotor des leichten DNA Stranges (O l , nt 490 - nt 369) und dem zu expremierenden 
Gen in einer prozessierbaren Form, bevorzugt einem mitochondrialen Gen, bevorzugt einer 
mitochondrialen transfer RNA, bevorzugt der mitochondrialen tRNA Leu(UUR) (nt 3204 - nt 

10 3345), besteht (S. Anderson et ah (1981), "Sequence and organization of the human 
mitochondrial genome", Nature 290 : 457-465). Nach der enzymatischen Amplifizierung 
des Gens kann die Kopplung an die Nukleinsaure, enthaltend die reaktive Kopplungsstelle, 
oder an das chimare Peptid-Nukleinsaure-Fragment tiber eine 'blunt-end '-Ligation, 
bevorzugt aber eine 'sticky-end '-Ligation, angekoppelt werden* Dazu verfugt die 

15 anzukoppelnde Nukleinsaure iiber mindestens ein kopplungsfahiges Ende, das bevorzugt 
aus einem 4 Nukleotide umfassenden 5'-Uberhang besteht und keine Selbsthomologie 
(palindromische Sequenz) aufweist. Sollen beide Enden mit 'hairpin-loops' gekoppelt 
werden, so wird bevorzugt eine Nukleinsaure ausgewShlt, die iiber unterschiedliche 
5 -Uberhange verfugt, die bevorzugt 4 Nukleotide umfassen und keine Selbsthomologie 

20 aufweisen. Ganz bevorzugt werden Nukleinsauren verwendet, deren 5 -Enden auch 
zueinander keine Homologie besitzen. Fur die Modifikation der Enden (Zyklisierung) 
werden dann bevorzugt zwei unterschiedliche 'hairpin-loops 1 verwendet, wobei einer 
spezifisch (komplementar) fur das 'linke'-Plasmidende, der andere spezifisch fur das 
'rechte'-Plasmidende der Nukleinsaure ist. Um die Stabilitat der Nukleinsaure gegemiber 

25 zellularen und extrazellularen Nukleasen zu erhohen, konnen die 
Phosphordiester-Bindungen der Nukleinsaure durch Phosphorthioat-Bindungen substituiert 
und damit geschiitzt werden, wenn bereits bei der enzymatischen Amplifizierung 
modifizierte Phosphorthioat-Nukleotide verwandt werden. 


WO 95/34665 


13 


PCT/DE95/00775 


Zur Herstellung des chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments eignet sich ein Verfahren, 
dafl die folgenden Schritte aufweist: 

(a) Umsetzung einer Nukleinsaure (Oligonukleotid), enthaltend eine 
funktionelle Kopplungsgruppe, mit einem Kopplungsagenz. 
5 (b) Umsetzung des Konstruktes aus (a) mit Aminosauren am 

Carboxy-terminalen Ende eines Peptids, enthaltend eine 
Signalsequenz, ausgenommen eine KDEL-Signalsequenz, und 

(c) wahlweise Verlangerung des chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments aus 
(b) urn weitere DNA- oder RNA-Fragmente. 

10 In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform kann das chimare Peptid-Nukleinsaure- 
Fragment durch folgende Schritte hergestellt werden: 

(a) Wahlweise Verlangerung der Nukleinsaure, enthaltend eine funktionelle 
Kopplungsgruppe, um weitere DNA- oder RNA-Fragmente. 

(b) Umsetzung der Nukleinsaure mit funktioneller Kopplungsgruppe oder der 
1 5 verlangerten Nukleinsaure aus (a) mit einem Kopplungsagenz. 

(c) Umsetzung des Konstruktes aus (b) mit Aminosauren am 
Carboxy-terminalen Ende eines Peptids, verfugen, enthaltend eine 
Signalsequenz, ausgenommen eine KDEL-Signalsequenz. 

In einer anderen Ausfuhrungsform, bei der es sich um eine linear zyklische Nukleinsaure 
20 in Form eines Plasmids handelt, hangt die Auswahl der Nukleinsaure davon ab, welche 
genetische Information man in welcher Zelle und in welchem Zielkompartiment der Zelle 
exprimieren will. In diesem Zusammenhang miissen Nukleinsauren, die transkribiert 
werden sollen, tiber einen geeigneten Promotor verfugen. Soli ein Gen zum Beispiel in der 
mitochondrialen Matrix exprimiert werden, so kann ein mitochondrialer Promotor 
25 ausgewahlt werden, bevorzugt der Promotor des leichten mtDNA-Stranges. Die Steuerung 
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der Transkription erfolgt in anderen Zellkompartimenten (z.B. Zellkern, Chloroplast) 
dutch kompartimentspezifische Promotoren. 

Die Regulation der Transkription erfolgt in der Regel durch sogenannte 
Transkriptions-Regulationssequenzen, bevorzugt mitochondriale Transkriptions- 
5 Regulationssequenzen. Im allgemeinen umfassen diese Sequenzen mindestens 
Bindungsstellen ftir Faktoren, die die Transkription initiieren (Transkriptions- 
initiationsfaktor), sowie die Bindungsstelle fur den RNA-Syntheseapparat. Soil eine 
Transkription in den Mitochondrien eingeleitet werden, eignen sich hier 
Bindungssequenzen der mitochondrialen Transkriptionsfaktoren und der RNA- 
10 Polymerase, besonders des mitochondrialen Transkriptionsfaktors 1 und der 
mitochondrialen RNA-Polymerase. In anderen Zellkompartimenten (z.B. Zellkern, 
Chloroplast) kann die Transkription durch kompartimentspezifische Transkriptions- 
Regulationssequenzen kontrolliert werden. 

Um die Transkription regulieren zu konnen, verfiigt das Plasmid liber 
15 Transkriptions-Regulationssequenzen, die bevorzugt in 3'-Richtung zu der Transkriptions- 
Initiationsstelle (Promotor) angefugt sind. Soil zum Beispiel die Transkription eines 
mitochondrialen Transformationsplasmids reguliert werden, so eignen sich die 
Kontrollelemente fur die H- und L-Strang Transkription des mitochondrialen Genoms, 
bevorzugt aber die sogenannten 'conserved sequence blocks*, die die Transkription des 
20 L-Stranges terminieren und gleichzeitig den Ubergang zur DNA-Replikation ermoglichen. 
Um die ausschlieBliche Transkription des gewiinschten Gens (ggfs. der gewiinschten Gene 
bei einer polycistronischen Transkription) zu induzieren, wird die Transkription an einer 
geeigneten Stelle hinter dem 3-Ende des expressionsfahigen Gens / der Gene 
unterbrochen. Das wird durch das Einfugen einer geeigneten Transkriptions- 
25 Terminationsstelle, bevorzugt in 3'-Richtung zum Promotor angeordnet, erreicht. Fur die 
regulierte Expression eignet sich hier besonders die Bindungssequenz fur einen 
bidirektional wirkenden Transkriptions-Terminations-Faktor. Fur die Transkriptions- 
Termination in den Mitochondrien wird hier bevorzugt ein Bindungsmotiv eines 
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mitochondrialen Transkriptions-Terminationsfaktors ausgewahlt. Gleichzeitig wird mit der 
Verwendung einer Transkriptions-Terminationsfaktor-Bindungssequenz die Bildung von 
'Antisense-RNA' der Kopf-Kopf verkniipften dimeren Plasmide unterdriickt. 

Die Kontrolle der Selektion transformierter Zellen kann iiber die Expression eines 
5 Reportergens erfolgen. Als Reporter- oder Selektionsgen eignen sich insbesondere 
expressionsfahige Gene, deren Expression zu einer makroskopischen Anderung des 
Phanotypes flihren. Zur Auswahl stehen hier zum Beispiel Gene, die 
Antibiotikaresistenzen ausldsen. Insbesondere die Resistenzgene fur Oligomycin (OLI) 
oder Chloramphenicol (CAP) sind fur die Anwendung in einem mitochondrialen 
10 Transformationssystem geeignet. Als besonders geeignetes Selektionsgen erscheint in 
diesem Zusammenhang das mitochondriale Chloramphenicolresistenzgen, da 
CAP-sensitive Zellinien ihren Phanotyp bereits bei einem Anteil von ca. 10 % des 16 S 
rRNA CAP+ -Gens andern. 

Die Replikation der Nukleinsaure laBt sich durch eine Initiationsstelle fiir die 
15 DNA-Replikation (Replikationsursprung) realisieren. Das chimare 
Peptid-Nukleinsaure-Fragment in Form eines Plasmids muB daher iiber mindestens einen 
Replikationsursprung verfugen. Die Orientierung des Replikationsursprunges kann dabei 
unabhangig von dem expressionsfahigen Gen (Genen) angeordnet sein, bevorzugt wird der 
Replikationsursprung aber in 3 -Richtung zum Promotor angeordnet. Ein geeigneter 
20 Replikationsursprung fur ein mitochondriales Transformationsplasmid ware ein 
mitochondrialer Replikationsursprung. Im besonderen eignet sich hier der Ursprung der 
Replikation des schweren mtDNA-Stranges, der bevorzugt iiber mindestens einen 
'conserved sequence block 1 verftigt. Die Replikation laBt sich iiber sogenannte 
Regulationssequenzen fur die Replikation kontrollieren. Dazu mufi das Plasmid iiber 
25 mindestens ein derartiges Sequen2motiv verfugen, das bevorzugt in 3 -Richtung zum 
Promotor und zum Replikationsursprung angeordnet ist. Soli die Replikation in den 
Mitochondrien reguliert werden, eignet sich hier besonders eine mitochondriale 
Replikations-Regulationssequenz. Bevorzugt wird ein Motiv verwendet, das mindestens 
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eine der 'termination associated sequences' beinhaltet. In anderen Zellkompartimenten 
(z.B. Zellkern, Chloroplast) wird die Replikation bevorzugt iiber mindestens einen 
kompartimentspezifischen Replikationsursprung initiiert und iiber 
kompartimentspezifische Replikations-Regulationssequenzen kontrolliert. 

5 Urn die Klonierung unterschiedlicher Gene in das Plasmidmolekiil zu erlauben, muB die 
Plasmidnukleinsaure auch iiber ein geeignetes Klonierungsmodul (multiple 
Klonierungsstelle) verfugen, das iiber moglichst unterschiedliche Erkennungssequenzen 
fur Restriktionsendonukleasen verfugt. Besonders geeignet sind hier seltene 
Erkennungssequenzen, die nicht an anderen Stellen des Plasmids vorkommen. Das 

1 0 Klonierungsmodul kann an einer beliebigen Stelle des Transformationsplasmids eingebaut 
werden. Soil der Bereich der Klonierungsstelle in die Transkription des Selektionsgens 
integriert werden, eignet sich die Insertion der multiplen Klonierungsstelle in 3'-Richtung 
zu dem Promotor und in 5 ? -Richtung zu der Transkriptions-Terminationsstelle. Besonders 
geeignet ist die Integration der multiplen Klonierungsstelle in 5-Richtung zu dem 

1 5 Selektionsgen, da es dabei bei der Verwendung des Selektionssystems gleichzeitig zu einer 
Transkription des Bereichs der multiplen Klonierungsstelle kommt. 

Um bei der Verwendung einer Nukleinsaure die autonome Replikation in jedem 
Zielkompartiment einer Zelle zu erlauben, muB gewahrleistet werden, daB die 
DNA-Replikationsenzyme nach der Synthese des Tochterstranges wieder an den 

20 Syntheseausgangspunkt zuriickgelangen, um die kovalente Verkniipfung des 3 1 - mit dem 
5'-Ende des neu synthetisierten Tochterstranges durch entsprechende Enzyme 
sicherzustellen. Dazu eignet sich ein lineares Nukleinsaureplasmid, das sich in eine 
zyklische Nukleinsaure iiberftihren laBt. Eine Zyklisierung der Plasmidenden kann iiber die 
Verwendung sogenannter ligationsfahiger (phosphorylierter) Enden der Nukleinsaure 

25 erfolgen. Besonders geeignet ist hierzu die Verwendung einer 'blunt-end-Nukleinsaure 
oder einer Nukleinsaure mit 3*-uberhangenden Enden, bevorzugt aber einer Nukleinsaure 
mit 5 -uberhangenden Enden. Die iiberhangenden Enden sollten dabei jeweils mindestens 
ein Nukleotid umfassen. Bevorzugt werden aber 5-uberhangende Enden verwendet, die 
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aus vier Nukleotiden gebildet werden. Diese verfugen bevorzugt iiber keine 
Selbsthomologie (palindromische Sequenz) und sind auch bevorzugt zueinander nicht 
komplementar, urn bei einer spateren Nukleinsaureverkniipfiing die Dimerenbildung zu 
unterdriicken. 

5 Die Zyklisierung der vorbereiteten Plasmidenden wird uber synthetische Oligonukleotide 
vennittelt. Diese verfugen uber eine partielle Selbsthomologie (partiell palindromische 
Sequenz) und sind dadurch zur Ausbildung sogenannter 'hairpin-loop'- Strukturen befahigt. 
Die partiell palindromische Sequenz fiihrt zu der Ausbildung einer stabilen, bevorzugt 
monomeren, Sekundarstruktur ('hairpin-loop'), mit einem glatten 5 -3 -Ende (blunt-end), 

10 einem iiberhangenden 3-Ende ('sticky-end 1 ), bevorzugt aber mit einem iiberhangenden 
5-Ende. Besonders eignen sich diese Oligonukleotide, wenn sie uber ein phosphoryliertes 
5'-Ende verfugen. Unter Verwendung von synthetischen Oligonukleotiden mit 
'hairpin-loop'-Struktur kann nun die lineare Plasmid-DNA in ein linear-zyklisches System 
uberfuhrt werden. Die Enden der beiden Oligonukleotide sind bevorzugt jeweils zu einem 

1 5 Ende der vorbereiteten Plasmidnukleinsaure komplementar. Bevorzugt werden hierzu zwei 
unterschiedliche 'hairpin-loops 1 eingesetzt, einer spezifisch (komplementar) fur das 
'linke-Plasmidende, einer spezifisch (komplementar) fur das 'rechte'-Plasmidende, urn die 
Dimerenbildung zu unterdriicken. Mindestens eines der beiden 'hairpin-loop' 
Oligonukleotide kann uber mindestens ein modifiziertes Nukleotid verfugen. Dieses stellt 

20 die Kopplungsstelle zu einem Signalpeptid sicher, damit der Nukleinsauretransport iiber 
die Protein-Importroute vermittelt werden kann. Idealerweise sitzt diese Kopplungsstelle 
(modifiziertes Nukleotid) an einer der ungepaarten Positionen des 'loops 1 . Als 
Kopplungsstelle eignet sich eine chemisch reaktive Gruppe, insbesondere eine Amino- 
oder Thiolfunktion. 

25 Um die Enden des Transformationsplasmids fur die Modifizierung (Zyklisierung) 
vorzubereiten, mufi sichergestellt werden, daB die Enden des Plasmids mit den Enden der 
Oligonukleotide ('hairpin-loops') komplementar sind. Das gelingt zum einen durch die 
Amplifizierung der Plasmid-DNA mit geeigneten Oligonukleotiden, die iiber mindestens 
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eine Erkennungssequenz fur eine Restriktionsendonuklease verfugen. Es eignen sich hier 
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendomikleasen, die nicht wiederholt in der 
Plasmidsequenz auftreten. Besonders geeignet ist die Verwendung von 
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendomikleasen, die iiberhangende Enden 
5 ('sticky-ends') generieren, insbesondere derer, die S'-uberhangende Enden, bevorzugt 
auBerhalb der eigenen Erkennungssequenz, erzeugen. In diesem Zusammenhang eignet 
sich besonders die Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Bsa I 
(GGTCTCNjN 5 ). Zum anderen eignet sich hier die Verwendung einer klonierten 
Nukleinsaure, die bereits iiber die Erkennungssequenzen fur eine 
10 Restriktionsendonuklease, bevorzugt Bsa /, verfugt. Damit kann die enzymatische 
Amplifizierung entfallen und die iiber eine Plasmidpraparation/Restriktions- 
enzymbehandlung gewonnene Nukleinsaure direkt Verwendung finden. Bevorzugt 
beinhaltet die klonierte Nukleinsaure an beiden Enden bereits die Erkennungssequenz fur 
die Restriktionsendonuklease Bsa L 

15 Fur die Reinigung des Transformationsplasmids stehen unterschiedliche Methoden zur 
Verfugung. Das Ziel ist hier in erster Linie, die zyklisierten Plasmidmolekule von nicht 
umgesetzten Edukten abzutrennen. Die Verwendung von DNA-abbauenden Enzymen hat 
sich in diesem Zusammenhang als geeignet erwiesen, besonders empfiehlt sich hier die 
Verwendung von Enzymen, die iiber eine 5.-3'- oder S'-S'-Exonukleaseaktivitat verfugen. 

20 Insbesondere die Verwendung der Exonuklease III fuhrt zu der vollstandigen Hydrolyse 
nicht umgesetzter Edukte, wahrend die zyklisierte Plasmid-DNA intakt verbleibt (keine 
freien 5'- oder 3'-Enden). Die Reaktionsprodukte lassen sich entweder iiber elektro- 
phoretische oder chromatographische Verfahren, aber auch durch eine Fallung reinigen. 
Zur Auswahl stehen hier unterschiedliche Reinigungsverfahren. Zum einen kann die 

25 zyklisierte und mit dem Kopplungsagenz und dem Signalpeptid konjugierte Nukleinsaure 
mit einer Exonuklease, bevorzugt Exonuklease III, behandelt und anschliefiend iiber eine 
chromatographische, elektrophoretische Reinigung, bzw. eine Fallung gereinigt werden. 
Zum anderen kann auch die zyklisierte Plasmid DNA mit einer Exonuklease, bevorzugt 
Exonuklease HI, behandelt, gereinigt und anschliefiend mit dem Kopplungsagenz und dem 
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Signalpeptid konjugiert und iiber eine chromatographische, elektrophoretische Reinigung, 
bzw. eine Fallung gereinigt werden. 

Durch die Verwendung modifizierter Oligonukleotide kann die Verknupfung mit einem 
Signalpeptid realisiert werden, das das Transformationsplasmid in das gewunschte 
5 Zellkompartiment in vivo dirigiert. Zu diesem Zweck kann entweder das 
Transformationsplasmid zuerst mit dem modifizierten Oligonukleotid umgesetzt werden 
(Ligation) und danach die Konjugation mit dem Kopplungsagenz und dem Signalpeptid 
erfolgen, oder das modifizierte Oligonukleotid wird zuerst mit dem Kopplungsagenz und 
dem Signalpeptid konjugiert und anschlieflend ftir die Zyklisierung der Transformations- 
1 0 plasmidenden eingesetzt (Ligation). 

Die Uberwindung der Zellmembran durch das Transformationssystem (zellulare 
Transformation) kann fiber verschiedene Verfahren erfolgen. Es eignen sich hier das 
'Particle-Gun' System oder die Mikroinjektion, bevorzugt aber die Elektroporation und die 
Lipotransfektion. Alle Methoden gewahrleisten die Einbringung des linear-zyklischen 
15 Peptid-Nukleinsaureplasmids in das Zytosol der Zelle, von wo aus das Plasmid durch das 
konjugierte Signalpeptid an seinen Wirkort (Zielkompartiment) dirigiert wird. 

Gegenuber den in der Beschreibungseinleitung erwahnten Transformations- und 
Infektionsmethoden des Standes der Technik bietet dieses Verfahren erstmals die 
Moglichkeit, Nukleinsauren zielgerichtet in Zellen und Zellorganellen einzufuhren. 

20 Welches Zielkompartiment dabei erreicht werden soil (Cytosol, Nukleus, Mitochondrium, 
Chloroplast, etc.) kann durch die Wahl der Signalsequenz bestimmt werden. Neben dem 
kompartiment- und zellspezifischen Einschleusungsverhalten zeichnet sich dieses 
Verfahren durch seine universelle Anwendbarkeit aus. Sowohl prokaryotische als auch 
eukaryotische Zellen und Zellsysteme konnen mit dem Translokationsvektor behandelt 

25 werden. Da bei der zielgerichteten Einschleusung ein natiirliches Transportsystem der 
Membranen benutzt wird, eriibrigt sich die Behandlung der Zellen oder Zellorganellen mit 
membranpermeabilisierenden Agenzien (z.B. Calciumchlorid-Methode, s.o.). 
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Bei der Verwendung einer replikativen und transkriptionsaktiven Nukleinsaure, entfaltet 
das Plasmid erst nach der Vollendung des ersten Replikationszyklusses seine voile GroBe: 
als echtes zyklisches Plasmid (kiinstliches Chromosom) verfugt es nun iiber die doppelte 
genetische Information (Kopf-Kopf verkniipfte Plasmiddimere). Insbesondere im Hinblick 
5 auf die Verwendung dieses Systems fur eine somatische Gentherapie ist dieses Verhalten 
bewuBt induziert und von entscheidender Bedeutung, da die zu exprimierenden Gene mit 
den defekten Genen der Zellen kompetitieren miissen. Neben dieser hochstmoglichen 
Effektivitat besticht das System dadurch, daB es nicht wie zum Beispiel retrovirale 
Systeme uber einen Rekombinationsvorgang in ein Genom integriert werden muB, um 
10 replikativ werden zu konnen. Dadurch werden unkontrollierbare Nebeneffekte 
(unerwiinschte Rekorhbination) bereits im Vorfeld weitestmoglich unterdriickt. Die 
Anwendung dieses Plasmidsystems kann daher ohne grofies Sicherheitsrisiko in Aussicht 
gestellt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird insbesondere durch die Figuren erlautert, welche zeigen: 

1 5 Fig. 1: Signalpeptid der Ornithintranscarbamylase der Ratte, sowie eine fur die 
Einschleusung geeignete DNA-Sequenz. Oben: Signalpeptid der 
Ornithintranscarbamylase der Ratte (32 Aminosauren), verlangert um zehn 
N-terminale Aminosauren des maturierten Proteins und ein zusatzliches 
Cystein als Kopplungsstelle. Dargestellt ist die Peptidsequenz im 

20 internationalen Einbuchstabencode; Mitte: eine fur die Einschleusung 

geeignete, partiell palindromische DNA-Sequenz aus 39 Nukleotiden mit 
einem aminomodifizierten T an Nukleotidposition 22; Unten: ausgeprSgte 
Sekundarstruktur des Oligonukleotids mit iiberhangendem 5'-Ende und einem 
modifizierten Nukleotid im Scheitelpunkt des 'Loops'. 

25 Fig. 2; Struktur des aminomodifizierten 2'-Deoxythymidin. R: Nukleinsaurereste. 
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Fig. 3: Schematische Darstellung des chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragmentes, 
bestehend aus aminomodifiziertem Oligonukleotid (39 Nukleotide) mit 
ausgepragtem 'Hairpin-Loop', Crosslinker und Signalpeptid. CL: Crosslinker. 


Fig. 4: Elektrophoretische Auftrennung des Kopplungsproduktes aus 
5 aminomodifiziertem Oligonukleotid (39 Nukleotide), m-Maleimidobenzoyl-N- 

hydroxy-succinimidester (MBS) und Signalpeptid der Ornithintrans- 
carbamylase der Ratte (42 Aminosauren, verlangert urn ein Cystein am 
C-Terminus). 

Fig. 5a: Ablaufdiagramm der Peptid-DNA-Fusion, Klonierung, Amplifizierung und 
10 Kopplung des einzuschleusenden transkribierbaren und prozessierbaren 

mitochondrialen tRNA-Gens (S. Anderson et al (1981), "Sequence and 
organization of the human mitochondrial genome", Nature 290 : 457-465). CL: 
Crosslinker (MBS); MCS: Multiple Klonierungsstelle von pBluescript* 
(Stratagene); mtTF: Bindungsstelle des mitochondrialen Transkriptionsfaktors; 
15 RNA-Pol: Bindungsstelle der mitochondrialen RNA-Polymerase; tRNA 

Leucin: Gen der mitochondrialen transfer RNA fur Leucin (UUR); Sac II 9 Apa 
I, Eco RI: Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen; Nummerierung der 
klonierten mitochondrialen Sequenzen erfolgte in Anlehnxing an die 
veroffentlichte Sequenz des menschlichen mitochondrialen Genoms (S. 
20 Anderson et al. (1981), "Sequence and organization of the human 

mitochondrial genome", Nature 290 : 457-465). 

Fig. 5b: Sequenz des klonierten tRNA Lcu(UUR) -Gens. 


25 Fig. 6a/b: Darstellung der 32 P-Strahlung der DNA, sowie der Enzymaktivitaten fiir 
Adenylat-Kinase, Cytochrom c-Oxidase und Malat-Dehydrogenase (y-Achsen) 
in 11 Fraktionen (x-Achsen) einer Mitochondrien-Sucrosegradientendichte- 
zentrifugation. Dargestellt ist der Anteil der jeweiligen Strahlung/ 
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Enzymaktivitat, ausgedruckt als prozentualer Anteil der Gesamtstrahlung/ 
Enzymaktivitat, die auf den Gradienten aufgetragen wurde. ADK: 
Adenylat-Kinase; COX: Cytochrom c-Oxidase; MDH: Malat-Dehydrogenase. 

Fig. 7a/b: Darstellung der 32 P-Strahlung der DNA, sowie der Enzymaktivitaten fur 
5 Adenylat-Kinase, Cytochrom c-Oxidase und Malat-Dehydrogenase (y-Achsen) 

in 1 1 Fraktionen (x-Achsen) einer Mitoplasten-Sucrosegradientendichtezentri- 
fugation. Dargestellt ist der Anteil der jeweiligen Strahlung/Enzymaktivitat, 
ausgedruckt als prozentualer Anteil der Gesamtstrahlung/Enzymaktivitat, die 
auf den Gradienten aufgetragen wurde. ADK: Adenylat-Kinase; COX: 
10 Cytochrom c-Oxidase; MDH: Malat-Dehydrogenase. 

Fig. 8: Klonierung des Nukleinsaureanteils des Peptid-Nukleinsaure-Plasmids in 
pBluescript (Plasmid 1). Unter Verwendung der zwei Oligonukleotide (Primer 
1 und 2) wurde aus mitochondrialer HeLa-DNA der Genabschnitt von 
Nukleotid 15903 bis Nukleotid 677 enzymatisch amplifiziert (beinhaltet: 

15 Promotor, gekennzeichnet durch die Bindungsstellen fiir die mitochondrialen 

Transkriptionsfaktoren und die RNA-Polymerase; Replikationsursprung, 
gekennzeichnet durch die sogenannten 'conserved sequence blocks'; Regulation 
der DNA-Replikation, gekennzeichnet durch die TAS'-Motive). Da die 
Oligonukleotide Erkennungssequenzen fur die Restriktionsendonukleasen Xho 

20 I und Pst I enthalten, konnen die Enden des amplifizierten Nukleinsaure so 

modifiziert werden, dafl sie zum einen kompatibel zu einem Vektorarm von 
pBluescript, zum anderen kompatibel zu dem Hybrid der Oligonukleotide 
MCS/TTS 1 und 2 sind. Diese beinhalten neben einer multiplen 
Klonierungsstelle auch eine Transkriptions-Terminationssequenz, die fur die 

25 regulierte Transkription verantwortlich ist. Das Ligationsprodukt wird 

anschliefiend in E. coli XL1 Blue transformiert. Im AnschluB an die 
Plasmid-Isolierung inserttragender E. coli Kolonien wurden die Nukleinsauren 
einer RFLP- und Sequenzanalyse unterzogen. 
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Fig. 9: Sequenz der Oligonukleotide MCS/TTS 1 und 2. Die Oligonukleotide MCS 1 
und 2 wurden synthetisch hergestellt und beinhalten Erkennungssequenzen fur 
neun verschiedene Restriktionsendonukleasen, sowie ein Sequenzmotiv, 
welches die Transkription bidirektional zu unterbinden vermag. Die 
5 Oligonukleotide sind komplementar und konnen dadurch ein Hybrid ausbilden. 

Die uberhangenden Enden sind Teil der Erkennungssequenzen fur die 
Restriktionsendonukleasen Pst I und Bam HI. 

Fig. 10: Nukleotidsequenz des Nukleinsaureanteils des Peptid-Nukleinsaureplasmids 
(Plasmid 1). 

10 Fig. 11: Klonierung des Reportergens in den Nukleinsaureanteil des Peptid- 
Nukleinsaureplasmids in pBluescript (Plasmid 2). Unter Verwendung der zwei 
Oligonukleotide (Primer 3 und 4) wurde aus einem DNA-Extrakt einer 
menschlichen C AP-resistenten Zellinie der Genabschnitt von Nukleotid 1 562 
bis Nukleotid 3359 enzymatisch amplifiziert (beinhaltet: Teil des 12 S rRNA 

15 Gens, tRNA Val -Gen, 16 S rRNA CAP+ -Gen, tRNA Uu -Gen, Teil des ND 1-Gens). 

Da die Oligonukleotide Erkennungssequenzen fur die Restriktions- 
endonukleasen Hind III und Bel I enthalten, konnen die Enden der 
amplifizierten Nukleinsaure so modifiziert werden, daB sie kompatibel zu der 
multiplen Klonierungsstelle (MCS) des Peptid-Nukleinsaure-Plasmids sind 

20 (Plasmid 1). Das Ligationsprodukt wird anschlieBend in E. coli XL1 Blue 

transformiert. Im AnschluB an die Plasmid-Isolierung inserttragender E. coli 
Kolonien wurden die Nukleinsauren einer RFLP- und Sequenzanalyse 
unterzogen und stehen fur die beschriebenen Experimente zur Verfiigung. 


Fig. 12: Nukleotidsequenz des Nukleinsaureanteils des Peptid-Nukleinsaure-Plasmids 
25 inklusive des Reportergens (Plasmid 2). 
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Fig. 13a: Reaktionsablauf der Zyklisierung des Nukleinsaureanteils, sowie die 
Konjugation des Nukleinsaureanteils mit einem Signalpeptid. Der 
Nukleinsaureanteil des Peptid-Nukleinsaureplasmids kann iiber eine 
Plasmidpraparation oder eine enzymatische Amplifizierung gewonnen werden. 
5 In beiden Fallen fuhrt die Behandlung mit der Restriktionsendonuklease Bsa I 

zu einem ligationsfahigen Zwischenprodukt. Dieses kann direkt mit den 
monomerisierten 'hairpin-loops* umgesetzt werden. Das Reaktionsprodukt wird 
durch eine Exonuklease III Behandlung von unspezifischen (nicht zyklischen) 
Reaktionsprodukten und Edukten abgetrennt, gereinigt und iiber einen 
10 Crosslinker mit dem Signalpeptid konjugiert. Alternativ kann einer der beiden 

'hairpin-loops' zuerst iiber einen Crosslinker mit dem Signalpeptid konjugiert 
werden, bevor die zyklisierende Ligationsreaktion durchgefuhrt wird. Auch 
hier schlieBt sich eine Reinigung des Reaktionsproduktes durch eine 
Exonuklease III Behandlung an. 

1 5 Fig. 13b: Struktur und Sequenz der 'hairpin-loop* Oligonukleotide HP 1 und 2. 

Fig. 14: Monomerisierung eines 'hairpin-loop'-Oligonukleotids. Die synthetischen 
'hairpin-loops' HP 1 und 2 konnen durch eine thermische oder alkalische 
Denaturierung monomerisiert werden. Dargestellt ist in dieser Figur ein 
Standard- Agarosegel: Spur 1, Molekulargewichtsstandard (OX 174 RF DNA 
20 behandelt mit der Restriktionsendonuklease Hae IE); Spur 2: HP 1, 

Syntheseprodukt; Spur 3: HP 1, thermisch monomerisiert. 

Fig. 15a: Ligationsreaktion zwischen dem Nukleinsaureanteil des Peptid- 
Nukleinsaureplasmids (Plasmid 2) und den Tiaiipin-loops' HP 1 und 2. 
Dargestellt ist in dieser Figur ein Standard- Agarosegel: Spur 1, klonierter 
25 Nukleinsaureanteil des Peptid-NukleinsSureanteils in pBluescript behandelt 

mit der Restriktionsendonuklease Bsa I; Spur 2: Ligation der 
Reaktionsprodukte aus Spur 1 mit den Tiairpin-loops' HP 1 und 2; Spur 3, 
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Behandlung der Reaktionsprodukte aus Spur 2 mit Exonuklease III; Spur 4, 
Molekulargewichtsstandard (k DNA behandelt mit den Restriktionsendo- 
nukleasen Hind III und Eco RI). 

Fig. 15b: Uberprufung des gereinigten Ligationsproduktes durch eine Mae III-RFLP 
5 Analyse. Dargestellt ist in dieser Figur ein Standard- Agarosegel: Spur 1, 

enzymatisch amplifizierter Nukleinsaureanteil nach einer Mae ///-Behandlung; 
Spur 2: gereinigtes Ligationsprodukt des enzymatisch amplifizierten 
Nukleinsaureanteils nach einer Mae III-Behandlung; Spur 3: gereinigtes 
Produkt der Plasmid-DNA-Ligation nach einer Mae III-Behandlung; Spur 4, 
10 Molekulargewichtsstandard (OX 174 RF DNA behandelt mit der Restriktions- 

endonuklease Hae HI). 

Fig. 16: Transkription und Replikation des Peptid-Nukleinsaureplasmids. Dargestellt 
ist in dieser Figur ein Standard- Agarosegel: Spur 1, Molekular- 
gewichtsstandard (k DNA behandelt mit den Restriktionsendonukleasen Hind 

15 III und Eco RI); Spur 2, unbehandeltes Peptid-Nukleinsaureplasmid; Spur 3: in 

vitro erhaltene Transkriptionsprodukte des Peptid-Nukleinsaureplasmids, Spur 
4: in vitro erhaltene Replikations- und Transkriptionsprodukte des 
Peptid-Nukleinsaureplasmids; Spur 5, in vivo erhaltene Replikations- und 
Transkriptionsprodukte des Peptid-Nukleinsaureplasmids; Spur 6, unbe- 

20 handeltes Peptid-Nukleinsaureplasmid. 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand der nachfolgenden Beispiele erlautert, die die 
Erfindung jedoch in keinster Weise beschneiden sollen. 

Beispiel 1: 

Einfiihrune eines chimaren Pentid-Nuk leinsaure-Fra?mentes in die Mitochondrim 

25 Um den Nachweis erbringen zu konnen, daB Nukleinsauren durch das oben beschriebene 
Verfahren zielgerichtet durch Membranen transportiert werden konnen, wurde die 
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Uberwindung des mitochondrialen Doppelmembransystems mit einem 
DNA-Translokationsvektor studiert. Dazu wurde die mitochondriale Signalsequenz der 
Ornithintranscarbamylase (A.L. Horwich et al (1983), "Molecular cloning of the cDNA 
coding for rat ornithine transcarbamoylase", Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80: 4258-4262) 
5 (Enzym des Harnstoffzyklus, natiirlicherweise in der Matrix der Mitochondrien lokalisiert) 
chemisch hergestellt und gereinigt. Als reaktive Gruppe zur spateren Verbindung mit der 
DNA wurde die Originalsequenz urn ein Cystein am C-Terminus erweitert (siehe Figur 1). 
Damit wurde gewahrleistet, da6 die Kopplung des heterobifunktionellen Crosslinkers 
(MBS) nur an die Thiol-Gruppe des einzigen Cysteins erfolgen kann. Als 
10 Verkniipfungspartner wurde ein DNA-Oligonukleotid (39 Nukleotide) ausgewahlt, das 
sich durch zwei besondere Merkmale auszeichnet: 

1. Die Sequenz ist partiell palindromisch mit einem uberhangenden, phosphorylierten 
5'-Ende (siehe Figur 1). Dadurch kann sich ein sogenannter 'hairpin-loop' ausbilden. 
Das iiberhangende 5'-Ende dient dazu, definierte Nukleinsauren an dieses 

15 Oligonukleotid zu ligieren, die dann in die Mitochondrien importiert werden konnen. 

2. Das Oligonukleotid tragt im Scheitelpunkt des 'Loops' eine modifizierte Base (siehe 
Figur 1). Es handelt sich dabei urn ein aminomodifiziertes 2'-Deoxythymidin (siehe 
Figur 2). Die Aminofunktion der modifizierten Base ermoglicht dabei die 
Kopplungsreaktion zwischen MBS und Oligonukleotid. 

20 Die Verkniipfung der drei Reaktionspartner (Oligonukleotid, MBS und Peptid) erfolgt in 
einzelnen Reaktionsschritten. Zuerst wird das Oligonukleotid (50 pmol) in einem Puffer 
(100 nl; 50 mM Kaliumphosphat, pH 7.6) zusammen mit MBS (10 nmol gelost in DMSO) 
umgesetzt (Reaktionszeit: 60 min.; Reaktionstemperatur: 20°C). Nicht umgesetztes MBS 
wird uber eine 'Nick- Spin-Column*' (Sephadex G 50, Pharmacia), die mit 50 mM 

25 Kaliumphosphat (pH 6.0) equilibriert wurde, abgetrennt. Das Eluat enthalt das gewiinschte 
Reaktionsprodukt und wird in einem weiteren Reaktionsschritt mit dem Peptid (2.5 nmol) 
umgesetzt (Reaktionszeit: 60 min.; Reaktionstemperatur: 20°C). Abgestoppt wurde die 
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Reaktion durch die Zugabe von Dithiothreitol (2 mM). Das Kopplungsprodukt (Chimare, 
siehe Figur 3) wurde iiber eine praparative Gelelektrophorese von nicht umgesetzten 
Edukten abgetrennt und durch eine Elektroelution aus dem Gel isoliert (siehe Figur 4). An 
das iiberhangende 5'-Ende des Oligonukleotids lassen sich nun durch einfache Ligation 
5 unterschiedliche Nukleinsauren ankoppeln. 

Fur das im Folgenden beschriebene Experiment wurde eine 283 bp lange doppelstrangige 
DNA (dsDNA) iiber eine enzymatische Reaktion (PCR) amplifiziert. Als Matrizen DNA 
diente dazu ein in pBluescript* (Stratagene) kloniertes DNA-Fragment, das neben dem 
menschlichen mitochondrialen Promotor des leichten Stranges (P L , nt 902 - nt 369) das 

10 Gen fur die mitochondrial transfer RNA Leucin (tRNA Leu(UUR) , nt 3204 - nt 4126) enthielt 
(siehe Figur 5). Als Amplifizierungsprimer dienten zwei Oligonukleotide, wobei Primer 1 
iiber ein nichtkomplementares 5'-Ende verfugte (siehe Figur 5). Die Modifikation der 
dsDNA erfolgte durch die 3 '-5 '-Exonukleaseaktivitat der T4-DNA-Polymerase 
(Inkubation in Gegenwart von 1 mM dGTP), die unter dem Fachmann bekannten 

15 Bedingungen iiberhangende 5'-Enden erzeugen kann (C. Aslanidis et al (1990), 
"Ligation-independent cloning of PCR products (LIC-PCR)", Nucleic. Acids. Res. 18 : 
6069-6074). 

Zusammen mit dem bereits konjugierten Peptid-MBS-Oligonukleotid konnte die 
PCR-amplifizierte DNA unter Verwendung der T4-DNA-Ligase zusammengefugt werden. 

20 Um die Verknupfungspartner nach der Einbringung in die Mitochondrien einfach 
detektieren zu konnen, wurde die freie 5'-OH Gruppe der ligierten DNA durch eine 
enzymatische Reaktion radioaktiv phosphoryliert (A. Novogrodsky et al (1966), "The 
enzymatic phosphorylation of ribonucleic acid and deoxyribonucleic acid. I. 
Phosphorylation at 5-hydroxyl termini", J. BioL Chem. 241: 2923-2932; A. Novogrodsky 

25 et al (1966), "The enzymatic phosphorylation of ribonucleic acid and deoxyribonucleic 
acid. II. Further properties of the S'-hydroxyl polynucleotide kinase", J. Biol. Chem. 241 : 
2933-2943). 
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Fur die Isolierung von Mitochondrien wurde eine frische Rattenleber zerkleinert, in 25 
mM HEPES, 250 mM Saccharose, 2mM EDTA, 52 ^M BSA suspendiert nnd in einem 
Glashomogenisator (50 ml) homogenisiert. Zellmembranen, Zelltriimmer und Zellkerne 
wurden bei 3000 g abzentrifugiert und der Uberstand fur eine weitere Zentrifugation 
5 vorbereitet. Dazu wurde der Uberstand in gekiihlte Zentrifugenbecher uberfuhrt und bei 
8000 g zentrifugiert. Die isolierten Mitochondrien wurden in 200 ml desselben Puffers 
resuspendiert und erneut bei 8000 g zentrifugiert. Das saubere Mitochondrienpellet wurde 
in einem gleichen Volumen desselben Puffers resuspendiert und durch Zugabe von 25 mM 
Succinat, 25 mM Pyruvat und 15 mM Malat energetisiert. Der Proteingehalt der 

10 Suspension wurde iiber einen Bradford-Testkit* (Pierce) bestimmt. 200 jig mitochondrials 
Protein (energetisierte Mitochondrien) wurden zusammen mit 10 pmol des Chimaren bei 
37°C fur 60 min. inkubiert (0.6 M Sorbitol, 10 mM Kaliumphophat pH 7.4, 1 mM ATP, 2 
mM MgCl 2 , 1 % BSA). Die Mitochondrien wurden durch eine Zentrifugation bei 8000 g 
reisoliert, in 0.6 M Sorbitol, 10 mM Kaliumphophat pH 7.4, 2 mM MgCl 2 , 1 % BSA, 10 

15 U/ml DNAse I resuspendiert und 30 min. bei 37°C inkubiert. Dieser Waschschritt wurde 
zweimal wiederholt, urn unspezifisch anhaftende Molekule zu entfernen. Zum Nachweis, 
daB das Chimare mit den Mitochondrien assoziiert ist, wurden die reisolierten 
Mitochondrien iiber eine Sucrosegradientendichtezentrifiigation aufgereinigt. Zur 
Lokalisierung des Chimaren und der Mitochondrien wurden die einzelnen Fraktionen des 

20 Gradienten analysiert. Als Marker der Mitochondrien wurde die Adenylat-Kinase, die 
Cytochrom-c Oxidase und die Malat-Dehydrogenase Aktivitat bestimmt, wahrend das 
Chimare iiber die Messung der 32 P-Strahlung identifiziert werden konnte (siehe Figur 6). 
Ein analoges Experiment zur Bestimmung des unspezifischen DNA-Einbaus wurde mit 
der gleichen DNA ausgefiihrt, die nicht mit dem Signalpeptid verbunden war (siehe Figur 

25 6). Aus den Messungen wurde abgeleitet, daB 65 % des eingesetzten Chimaren spezifisch 
mit den Mitochondrien segregierte, wahrend der unspezifische DNA Einbau weniger als 5 
% der eingesetzten DNA betrug. Um zu zeigen, daB das Chimare nicht nur mit der 
Oberflache der Mitochondrien (Membran, Import-Rezeptor) assoziiert ist, wurden die 
reisolierten Mitochondrien in die drei Kompartimente auBere 

30 Mitochondrienmembran/Intermembranraum, innere Mitochondrienmembran und 
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Matrixraum fraktioniert. Dazu wurden die Mitochondrien mit Digitonin 
(Endkonzentration: 1.2 % w/v Digitonin) inkubiert und die entstandenen Mitoplasten iiber 
eine Sucrosegradientendichtezentrifugation aufgetrennt, in Fraktionen gesammelt und die 
Aktivitaten von Markerenzymen (Adenylat-Kinase: Intermembranraum; Cytochrom c 
5 Oxidase: innere Mitochondrienmembran; Malat-Dehydrogenase: Matrixraum) nach 
Schnaitmann und Greenawalt (C. Schnaitman et al (1968), "Enzymatic properties of the 
inner and outer membranes of rat liver mitochondria", J. Cell Biol. 38: 158-175; C. 
Schnaitman et al (1967), "The submitochondrial localization of monoamine oxidase. An 
enzymatic marker for the outer membrane of rat liver mitochondria", J. Cell Biol. 32: 

10 719-735) bestimmt (siehe Figur 7). Ein analoges Experiment zur Bestimmung des 
unspezifischen DNA-Einbaus wurde mit der gleichen DNA ausgefuhrt, die nicht mit dem 
Signalpeptid verbunden war (siehe Figur 7). Aus den Messungen wurde abgeleitet, daB 
45% des Chimaren mit den Mitoplasten assoziiert ist, wahrend die unspezifisch anhaftende 
DNA mit weniger als 3 % abgeschatzt werden konnte. Die isolierten Mitoplasten (Verlust 

15 der aufleren Membran und des Intermembranraums) wurden durch Lubrol R (0.16 mg/mg 
Protein; ICN) lysiert und durch eine Ultrazentrifugation bei 144000 g in die 
Kompartimente innere Mitochondrienmembran (Pellet) und Matrixraum (Uberstand) 
getrennt. Die Zuordnung der Kompartimente erfolgte uber die Messung der Aktivitaten der 
Cytochrom-c Oxidase (innere Mitochondrienmembran) und der Malat-Dehydrogenase 

20 (Matrixraum). Die Messung des Chimaren erfolgte uber die Detektierung der 32 P-Strahlung 
im Szintillationszahler und ergab zu 75 % eine Segregation mit der Matrix der 
Mitochondrien, wahrend 25 % des Chimaren mit der inneren Membran der Mitochondrien 
assoziiert blieb (unvollstandige Translokation). 

Beisniel 2: 

25 Einfuhrune pines renlika tiven und transkrwtionsaktiven chimaren Pep(i(I- 
Nukleinsaure-Frafntentes fPlasntid) in die Mitochondrien lehender Zellen 


Urn den Nachweis erbringen zu konnen, daB ein lineares Peptid-Nukleinsaure-Plasmid mit 
zyklisierten Enden ('hairpin-loops 1 ) Membranen in vivo uber die Protein-Importroute 
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iiberwinden und trotz der chemischen Kopplung mit einem Signalpeptid transkribiert und 
repliziert werden kann, wurde das Transkriptions- und Replikationsverhalten nach der 
Transfektion von Zellen und dem Import in die Matrix der Mitochondrien studiert. Dazu 
wurde das Signalpeptid der mitochondrialen Ornithintranscarbamylase synthetisch 
5 hergestellt, gereinigt und mit einem Nukieinsaure-Plasmid verkniipft 

Voraussetzung fur die Uberpriifung des korrekten Transkriptions- und 
Replikationsverhaltens ist die physikalische Struktur des Plasmids: fur das im folgenden 
beschriebene Experiment wurde eine 3232 bp lange doppelstrangige Vektor-DNA 
(dsDNA) in pBluescript* (Stratagene) kloniert. Dazu wurde der Bereich des 

10 mitochondrialen Genoms iiber zwei modifizierte Oligonukleotide amplifiziert (Primer 1, 
hybridisiert mit den Nukleotiden 15903-15924 der menschlichen mtDNA, beinhaltet am 
5'-Ende eine Verlangerung urn die Sequenz TGTAGctgcag zur Einfuhrung einer Pst 
I-Schnittstelle; Primer 2, hybridisiert mit den Nukleotiden 677-657 der menschlichen 
mtDNA, beinhaltet am 5-Ende eine Verlangerung urn die Sequenz 

15 TTGCATGctcgagGGTCTCAGGG zur Einfuhrung einer Xho I-Schnittstelle), der den 
Promotor des leichten DNA-Stranges, den Ursprung der mtDNA-Replikation des schweren 
Stranges, die Regulationsmotive fur die Transkription (CSB's, 'conserved sequence 
blocks'), sowie die Regulationsstelle fur die DNA Replikation ('TAS', termination 
associated sequences, (D.C. Wallace (1989), "Report of the committee on human 

20 mitochondrial DNA", Cytogenet. Cell Genet. 51: 612-621) enthielt (siehe Figur 8). Hinter 
diesem Fragment (3-Richtung) wurde eine multiple Klonierungssteile eingefugt, die ein 
einfaches Verkniipfen mit einem zu exprimierenden Gen erlauben soil. Die multiple 
Klonierungssteile (MCS/TTS) wurde iiber eine chemische Synthese von zwei 
komplementaren Oligonukleotiden erzeugt (MCS/TTS 1 und 2), die Erkennungssequenzen 

25 fur verschiedene Restriktionsendonukleasen enthalten (siehe Figur 9). Unter dem 
Fachmann bekannten Bedingungen bilden die beiden Oligonukleotide Hybride, die nach 
Phosphorylierung mit T4 DNA Polynukleotidkinase fur die Ligation eingesetzt werden 
konnen. Die Hybride zeichnen sich in diesem Zusammenhang durch 5- und 
3-einzelstranguberhangende Enden aus, die zum einen komplementar zu einer Pst I, zum 
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anderen komplementar zu eine Bam HI Schnittstelle sind (siehe Figur 9). Zusammen mit 
der multiplen Klonierungsstelle beinhalten die synthetischen Oligonukleotide MCS/TTS 1 
und 2 auch eine bidirektionale mitochondriale Transkriptions-Terminationssequenz (siehe 
Figur 9). Sie ist in 3-Richtung zur MCS angeordnet und gewahrleistet, dafi die 
5 Transkription an dieser Stelle unterbrochen wird und damit korrekt terminierte Transkripte 
entstehen. AuBerdem gewahrleistet dieses Sequenzmotiv, dali im zyklischen 
Plasmidsystem keine 'Antisense-RNA* exprimiert wird. Die Ligationsreaktion zwischen 
pBluescript, PCR-amplifiziertem Fragment und der MCS/TTS-Hybride erfolgte in einer 
Stochiometrie von 1:2:2 unter dem Fachmann bekannten Bedingungen. Nach der 
10 Transformation konnten mehrere E. coli Kolonien (Klone) isoliert und charakterisiert 
werden. Dazu wurden die entsprechenden Plasmid-DNA unter dem Fachmann bekannten 
Bedingungen einer Didesoxysequenzierung (Figur 1 0) unterworfen. 

Fur die experimentelle Uberpriifung der Replikation und Transkription wurde in die 
multiple Klonierungsstelle ein sogenanntes Reportergen eingefugt. Als Reportergen wurde 

15 die chloramphenicolresistente menschliche mitochondriale 16 S ribosomale RNA 
ausgewahlt, die sich von der naturlich auftretenden ribosomalen RNA nur durch ein 
modifiziertes Nukleotid unterscheidet (Polymorphismus). Mit Hilfe der Polymerase 
Kettenreaktion wurde aus einem DNA-Extrakt chloramphenicolresistenter HeLa-Zellen ein 
Fragment mit zwei modifizierten Oligonukleotiden (Primer 3, hybridisert mit den 

20 Nukleotiden 1562-1581 der mitochondrialen DNA, am S'-Ende urn die Sequenz 
CCTCTaagctt zur Einfuhrung einer Hind ni-Schnittstelle verlangert; Primer 4, hybridisiert 
mit den Nukleotiden 3359-3340, am 5-Ende urn die Sequenz GCATTactagt zur 
Einfuhrung einer Bel I-Schnittstelle verlangert) unter dem Fachmann bekannten 
Bedingungen amplifiziert. Um eine korrekte Prozessierung des spateren Transkriptes zu 

25 gewahrleisten, umfasste das Amplifizierungsprodukt die beiden flankierenden tRNA-Gene 
(tRNA Val und tRNA 1 * 11 ). Die amplifizierte DNA wurde mit den Restriktionsendonukleasen 
Hind III und Bel I behandelt, durch eine Fallung gereinigt und mit dem mit Hind III und 
Bel I behandelten pBluescript-Plasmid 1 (siehe Figur 8, 9, und 10) in einer Stochiometrie 
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von 1:1 in einer Ligationsreaktion unter dem Fachmann bekannten Bedingungen 
eingesetzt. Die Klonierungsstrategie ist in Figur 1 1 dargestellt. 

Mehrere E. coli Kolonien (Klone) konnten isoliert und charakterisiert werden. Dazu wurde 
die entsprechende Plasmid-DNA unter dem Fachmann bekannten Bedingungen einer 
5 Didesoxysequenzierung unterworfen (siehe Figur 12). Urn die klonierte DNA fur die 
Anwendung an Zellkulturen und Mitochondrien vorzubereiten, wurde das 
Klonierungsinsert (mitochondriales Transformationsplasmid) durch die Verwendung der 
Restriktionsendonuklease Bsa I von dem pBluescript-Vektor unter dem Fachmann 
bekannten Bedingungen abgetrennt. Alternativ konnte die Insert-DNA uber zwei 

10 Oligonukleotide (Primer 2 und 5; Nukleotidsequenz von Primer 5: 
GATCCGGTCTCATTTTATGCG) durch die Polymerase Kettenreaktion amplifiziert 
werden. Bei der Verwendung von S-dNTPs erlaubte das die Herstellung von 'thionierter' 
DNA, die gegenuber zellularen Nukleasen stabilisiert ist. In beiden Fallen fuhrt die 
anschlieBende Verwendung der Restriktionsendonuklease Bsa I zu zwei unterschiedlichen 

15 S'-Uberhange. Diese sind zu den verwendeten 'Hairpin-loops' komplementar, urn eine 
Zyklisierung der linearen Nukleinsaure zu erreichen (siehe Figur 13a und b). Die 
Oligonukleotide werden iiber eine chemische Synthese hergestellt. Dadurch besitzen sie 
keine phosphorylierten S'-Enden und mussen durch eine Kinase-Reaktion unter dem 
Fachmann bekannten Bedingungen phosphoryliert werden (urn spater die zellulare 

20 Transformation uberpriifen zu konnen, wurde zum Teil bei dieser Reaktion [y- 32 P]-ATP als 
Substrat verwendet, urn das Plasmid radioaktiv zu markieren). Die 'haiipin-loop'-Struktur 
der Oligonukleotide bildet sich zu einem groBen Anteil spontan aus, da die palindromische 
Sequenz in der Lage ist mit sich selbst zu hybridisieren. Dimere der 'hairpin-loops' konnen 
aber auch in Monomere uberfuhrt werden, indem sie in einem moglichst groBen Volumen 

25 (<0.1 \xM) mindestens 5 min. bei 93°C denaturiert und sofort durch Einfrierern in einer 
festen Matrix fixiert werden. AnschlieBend werden die Oligonukleotide langsam bei 4°C 
aufgetaut und liegen dann zu 99 % in der gewunschten monomeren r hairpin-loop-Struktur 
vor (siehe Figur 14). 
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Die Zyklisierung der Plasmid-DNA erfolgte zusammen mit den beiden monomerisierten 
'hairpin-loops' (HP 1 und 2) in einem Reaktionsansatz. Das molare Verhaltnis von 
Plasmid-DNA zu den beiden 'hairpin-loops 1 lag dabei bei 1:100:100 (Plasmid:HPl:HP2). 
Unter Verwendung der T4-DNA-Ligase konnten die einzelnen Reaktionspartner unter dem 
5 Fachmann bekannten Bedingungen zusammengefugt werden (siehe Figur 15). Die 
Reinigung der Ligationsprodukte erfolgte durch eine Behandlung mit Exonuklease HI 
(Reaktionsbedingungen: 37°C, 60 min.). Wahrend Nukleinsauren mit freien 3-Enden 
durch die Nuklease abgebaut werden, bleibt die mit den beiden 'hairpin-loops' verbundene 
Plasmid DNA gegenuber der 3 -5 '-Exonuklease Aktivitat des Enzyms stabil. Das einzige 
10 Reaktionsprodukt (siehe Figur 15a) wurde uber eine praparative Agarosegelelektrophorese 
aufgetrennt und durch eine Elektroelution oder unter Verwendung von QIAquick (Qiagen) 
nach Empfehlung des Herstellers gereinigt. 

Die Uberpriifung des Ligationsproduktes erfolgte iiber eine RFLP-Analyse 
(Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus). Dazu wurde die ligierte und gereinigte 

15 Plasmid-DNA mit der Restriktionsendonuklease Mae III unter dem Fachmann bekannten 
Bedingungen behandelt. Die DNA verfugt uber fiinf Spaltstellen, so daB Fragmente 
unterschiedlicher Gr5Ben entstehen, die uber ein Agarosegel (4 %) analysiert werden 
konnen. Figur 15b zeigt exemplarisch das Mae III-Spaltmuster, daB nach der Ligation der 
Plasmid-DNA mit den beiden 'hairpin-loops' erhalten wird. Die mit Pfeilspitzen markierten 

20 DNA-Banden representieren dabei das linke und das rechte Ende des amplifizierten (Spur 
1) und des linear-zyklischen (Spur 2 und 3) mitochondrialen Plasmids. 

Zur Konjugation des zirkularisierten Plasmids mit dem synthetischen Signalpeptid der 
Ratten-Omithintranscarbamylase (H 2 N-MLSNLRILLNKAALRKAHTSMVRNFRYGK- 
PVQSQVQLKPRDLC-COOH) wurde die Nukleinsaure mit dem 20 fachen molaren 
25 UberschuB an m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimdester (Kopplungsagenz) fur 60 
min. bei 20°C (Inkubationsmedium: 50 mM Kaliumphosphat pH 7.8) inkubiert. Das 
uberschtissige Kopplungsagenz wurde durch eine 'Nick-Spiri-Saule' (Pharmacia-LKB) 
unter dem Fachmann bekannten Bedingungen abgetrennt. Die Konjugation der 'aktivierten 1 
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Nukleinsaure erfolgte durch die Umsetzung der Nukleinsaure mit dem 50-fachen molaren 
Uberschufl des Signalpeptids bei 20°C (Inkubationsmedium: 50 mM Kaliumphosphat pH 
6.8). Nach 45 min. wurde die Reaktion durch die Zugabe von 1 mM Dithiothreitol beendet 
und das Konjugat stand fur die folgenden Experimente zur Verftigung. 

5 Um die Verwendbarkeit des Peptid-Nukleinsaure-Plasmids in vivo zeigen zu konnen, 
muBte das Plasmid in eukaryotische Zellen eingeschleust werden. Dazu wurde eine 
chloramphenicolsensitive B-Lymphozyten- oder Fibroblastenzellkultur ttber eine 
Lipotransfektion mit dem Peptid-Nukleinsaure-Plasmid transfiziert: 1 jig des radioaktiv 
markierten Peptid-Nukleinsaure-Plasmids (die Markierung wurde als 32 P-Markierung 

10 wahrend der Kinase-Reaktion des 'hairpin-loops' (HP1) eingefuhrt) wurde zusammen mit 
2-6 ^il LipofectAmine R (Gibco-BRL) in 200 jal serumfreiem Optimem R (Gibco-BRL) 
vorinkubiert (15 min. 5 20°C). Wahrend der Inkubation bildet das polykationische Lipid des 
LipofectAmine R Reagenz DOSPA (2 5 3-Dioleyloxy-N-[2-(sperminecarboxamido)-ethyl]- 
N,N-dimethyl-l-propanaminiumtrifluoroacetat) mit der Unterstiitzung des neutralen Lipids 

15 DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin) unilamellare Liposomen aus, die die DNA zu 
komplexierern vermogen. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz zu den vorbereiteten 
Zellen gegeben, die auf eine Dichte von ca. 2.5* 10 6 Zellen pro 0.8 ml eingestellt worden 
waren (35 mm Kulturschalen, 4 h, 37°C, C0 2 Inkubator). Das Transfektionsmedium wurde 
anschlieBend durch 5 ml DMEM Medium (Gibco-BRL) ersetzt, das zuvor mit 10 % 

20 fotalem Kalberserum und 100 ^g/ml Chloramphenicol supplementiert wurde. Die 
Transformationseffizienz wurde durch Messung der 32 P-Strahlung des Konstrukts 
bestimmt. In der Regel wurde eine zellulare Einbaurate von 80-85 % gemessen. Dies 
bedeutet, daB 80-85 % des chimaren Konstruktes mit den transformierten Zellen assoziiert 
waren und 15-20 % des chimaren Peptid-DNA-Plasmids im Uberstand der 

25 Transfektionsreaktion verblieben. 

Nach ca. 21-28 Tagen bildeten sich in den transformierten Zellen 
chloramphenicolresistente Kolonien aus. Unter dem Fachmann bekannten Bedingungen 
wurden die resistenten Zellen vereinzelt und vermehrt. Aus ca. 1*10 5 Zellen konnte unter 
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dem Fachmann bekannten Bedingungen ausreichend DNA gewonnen werden, urn eine 
Genotypisierung vorzunehmen. Dazu wurde die isolierte DNA iiber eine 
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen 
(Southern-blot). Die Nukleinsauren wurden iiber eine Hybridisierung mit einer 
5 spezifischen, radioaktiv markierten Sonde detektiert (siehe Figur 16). Neben dem 
eingefuhrten zirkularisierten linearen' Vektor (Spur 2 und 6) sind in dieser Abbildung eine 
'in vitro' Transkription (Spur 3), eine 'in vitro* Replikation (Spur 4), sowie die 'in vivo* 
erhaltenen Intermediate (isolierte Nukleinsauren eines transformierten Klons) dargstellt. 
Wahrend die drei kleineren Banden in vitro durch die Inkubation des zirkularisierten 

10 Vektors mit den vier Nukleosidtriphosphaten (RNA) und eines mitochondrialen 
Enzymextraktes erzeugt werden konnen (Spur 3), beobachtet man bei der zusatzlichen 
Zugabe der Desoxynukleosidtriphosphate zum Reaktionsansatz die Entstehung eines 
Dimeren, zirkularen Plasmids (groBte Bande in Spur 4): ein identisches Bild ergibt sich bei 
der Analyse der Nukleinsauren, die aus transformierten Zellkolonien gewonnen werden 

15 konnen (Spur 5). DaB es sich bei der groBten DNA-Bande in Spur 4 und 5 tatsachlich urn 
das dimere und daher replizierte mitochondriale Plasmid handelt, konnte durch eine 
Sequenzanalyse bestatigt werden. 

Als Kontrollexperiment diente ein Lipotransfektionsansatz, bei dem das unkonjugierte, 
nicht mit dem Signalpeptid verbundene, Plasmid eingesetzt wurde. Wie erwartet, wurde 
20 dieses Plasmid nicht in die Mitochondrien der transfizierten Zellen aufgenommen und 
fiihrte demzufolge nicht zur Ausbildung chloramphenicolresistenter Zellen. Diese Zellen 
stellten das Wachstum nach 10 Tagen ein und starben innerhalb der darauffolgenden 8 bis 
10 Tage vollstandig ab. 
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Patentanspriiche 

1 ) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment umfaBend : 

(a) ZeIl- 5 kompartiment- oder membranspezifisches Signalpeptid ausgenommen 
eine KDEL-Signalsequenz, 
5 (b) Kopplungsagenz, 

(c) Nukleinsaure (Oligonukleotid), 
wobei die Kopplung des Signalpeptids uber das Kopplungsagenz erfolgt, das uber 
Aminosauren am Carboxy-terminalen Ende des Signalpeptides mit diesem 
verbunden ist, wodurch die zielgerichtete Nukleinsaureeinbringung in Zellorganellen 
1 0 und Zellen gewahrleistet wird. 

2) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure aus mindestens zwei Basen besteht. 

3) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Nukleinsaure uber eine hybridisierungsfahige 

1 5 Sekundarstruktur verfugt. 

4) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure iiber eine palindromische Sequenz verfugt. 

5) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure einen 'hairpin-loop' ausbilden kann. 

20 6) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure mit sich selbst hybridisieren und ein iiberhangendes 3 oder 
5 '-Ende ('sticky end') ausbilden kann. 
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7) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei der Nukleinsaure urn eine Ribonukleinsaure, 
bevorzugt unci eine Desoxyribonukleinsaure handelt. 

8) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
5 dafi die Nukleinsaure chemisch modifizierte 'Phosphorthioat' Bindungen besitzt. 

9) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure eine reaktive Kopplungsgruppe tragt. 

10) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB die reaktive Kopplungsgruppe eine Aminofunktion enthalt, wenn das 

10 Kopplungsagenz eine aminoreaktive Gruppierung enthalt. 

1 1 ) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB die reaktive Kopplungsgruppe eine Thiolfunktion enthalt, wenn das 
Kopplungsagenz eine thiolreaktive Gruppierung enthalt. 

12) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 10 oder 11, 

15 dadurch gekennzeichnet, daB die Kopplungsgruppierung mindestens uber einen 

C2-Spacer, bevorzugt aber einen C6-Spacer an die Nukleinsaure gebunden vorliegt. 

13) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Kopplungsgruppierung am 3 '-Hydroxy/Phosphat-Terminus 
oder am 5 '-Hydroxy/Phosphat-Terminus der Nukleinsaure, bevorzugt aber an der 

20 Base lokalisiert ist. 

14) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 10-13, dadurch 
gekennzeichnet, daB an das 5'-Ende und/oder 3 '-Ende definierte Nukleinsauren, 
Antisense-Olignukleotide, messenger RNAs oder transkribierbare und/oder 
replizierbare Gene angekoppelt werden. 
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15) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, dali die anzukoppelnde Nukleinsaure chemisch modifizierte 
'Phosphorthioat' Bindungen enthalt. 

16) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 14 oder 15, dadurch 
5 gekennzeichnet, daB das anzukoppelnde Gen einen Promotor, bevorzugt einen 

mitochondrialen Promotor, enthalt. 

1 7) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1 -1 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Signalpeptid uber eine reaktive Aminosaure am 
Carboxy-terminalen Ende, bevorzugt ein Lysin oder Cystein verfugt, wenn das 

1 0 Kopplungsagenz eine amino- oder thiolreaktive Gruppierung enthalt. 

1 8) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-17, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Signalpeptid ein zell- , kompartiment- oder 
membranspezifisches Erkennungssignal tragt. 

19) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-18, dadurch 
1 5 gekennzeichnet, daB das Signalpeptid eine zell-, kompartiment- oder 

membranspezifische Peptidasespaltstelle besitzt. 

20) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-19, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid aus dem kompartimentspezifisch spaltbaren 
Signalpeptid der menschlichen mitochondrialen Ornithintranscarbamylase, 

20 verlangert urn ein kiinstliches Cystein am C-Terminus, besteht 

21) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-20, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Kopplungsagenz ein bifunktioneller, bevorzugt ein 
heterobifunktioneller Crosslinker ist. 
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22) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Ansprilche 1-21, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Kopplungsagenz thiolreaktive und/oder aminoreaktive 
Gruppierungen enthalt, wenn das Signalpeptid und die Nukleinsaure Thiol- und/oder 
Aminogruppen als Kopplungsstellen tragen. 

5 23) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspniche 1 -22, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Kopplungsagenz m-Maleimido-benzoyl-N-hydroxy- 
succinimidester oder ein Derivat desselben ist. 

24) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 1-23, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Molekiil unter Ausnutzung natiirlicher 
10 Transportmechanismen Membranen mit und ohne Membranpotential uberwinden 

kann. 


25) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment in Form eines linear zyklischen Plasmids, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Plasmid mindestens einen Replikationsursprung 
umfaBt und daB beide Enden des Nukleinsaureanteils zyklisiert sind, wobei 

15 mindestens ein zyklisiertes Ende iiber ein modifiziertes Nukleotid verfugt, das iiber 

ein Kopplungsagenz an ein zell-, kompartiment- oder membranspezifisches 
Signalpeptid gekoppelt werden kann. 

26) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 25, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Nukleinsaureanteil weiter mindestens einen Promotor 

20 umfaBt, bevorzugt einen mitochondrialen Promotor, ganz bevorzugt den 

mitochondrialen Promotor des leichten Stranges. 


27) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspniche 25 und 26, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Neukleinsaureanteil weiter Transkriptions- 
Regulationssequenzen umfaBt, bevorzugt mitochondrial Transkriptions- 
25 Regulationssequenzen. 
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28) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-27 dadurch 
gekennzeichnet, daB die Transkriptions-Regulationssequenzen iiber mindestens eine 
Bindungsstelle eines Transkriptionsinitiationsfaktors verfugen. 

29) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-28, dadurch 
5 gekennzeichnet, daB die Transkriptions-Regulationssequenzen iiber mindestens eine 

Bindungsstelle fur den RNA-Syntheseapparat verfugen, bevorzugt iiber die 
Bindungsstelle fur den mitochondrialen Transkriptionsfaktor 1 und die 
mitochondriale RNA-Polymerase. 

30) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-29, dadurch 
10 gekennzeichnet, daB die Transkriptions-Regulationssequenzen in 3'-Richtung zum 

Promotor angeordnet sind. 

31) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-30, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Regulation der Transkription durch Elemente der 
mitochondrialen H- und L-Strang Transkriptionskontrolle iibernommen wird. 

15 

32) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 3 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB als Transkriptionskontrollelemente die sogenannten 
'conserved-sequence-blocks* der L-Strang Transkription fiingieren. 

33) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-32, dadurch 
20 gekennzeichnet, daB das Plasmid weiter mindestens eine Transkriptions- 

Terminationsstelle umfaBt. 

34) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-33, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Transkriptions-Terminationsstelle iiber eine Bindungs- 
sequenz eines mitochondrialen Traiskriptions-Tenninationsfaktors verfiigt. 
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35) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 34, dadurch 

gekennzeichnet, daB die Transkriptions-Terminationsstelle iiber die Bindungs- 
sequenz eines bevorzugt bidirektional-wirkenden Transkriptions-Terminations- 
faktors verfugt. 

5 36) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-35, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei dem Replikationsursprung urn einen mitochondrialen 
Replikationsursprung handelt, bevorzugt urn den Replikationsursprung des schweren 
mtDNA-Stranges handelt, der iiber mindestens einen Conserved sequence block ? 
verfugt. 

10 37) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-36, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Plasmid weiter mindestens eine Regulationssequenz fur die 
Replikation umfafit. 

38) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-37, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei der Regulationssequenz fur die Replikation um ein 

15 mitochondriales Sequenzmotiv handelt. 

39) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-38, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Plasmid weiter ein Selektionsgen umfaBt, bevorzugt ein 
Antibiotikaresistenzgen, bevorzugt das Oligomycin- oder Chloramphenicol- 
resistenzgen. 

20 40) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-39, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Plasmid weiter eine multiple Klonierungsstelle enthalt, die 
die Expression von Tremdgenen' zulafit. 
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41 ) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-40, dadnrch 
gekennzeichnet, dafi die multiple KJonierungsstelle Erkennungssequenzen fur 
Restriktionsendonukleasen beinhaltet, die bevorzugt nicht an einer anderen Stelle des 
Plasmids vorkommen. 

5 42) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-41 , dadurch 
gekennzeichnet, dafi die multiple Klonierungsstelle in 3-Richtung zum Promotor 
und in 5 -Richtung zur Transkriptions-Terminationsstelle angeordnet ist. 

43) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-42, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die multiple Klonierungsstelle in S'-Richtung zum 

1 0 Selektionsgen angeordnet ist. 

44) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-43, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Nukleinsaure-Fragment iiber ligationsfahige 
(phosphorylierte) Enden verfugt. 

45) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-44, dadurch 
1 5 gekennzeichnet, daB das Nukleinsaure-Fragment iiber 'blunt-ends' oder 

3'-uberhangende Enden, bevorzugt 5-uberhangende Enden verfugt. 

46) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-45, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Nukleinsaure-Fragment iiber 4 Nukleotide umfassende 
5-Uberhange verfugt, die keine Selbsthomologie (palindromische Sequenz) 

20 aufweisen und auch zueinander nicht komplementar sind. 

47) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-46, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Enden des Nukleinsaure-Fragments iiber synthetische 
Oligonukleotide zyklisiert werden. 
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48) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-47, dadurch 
gekennzeichnet, daB die uberhangenden 5 '-Enden der beiden Oligonukleotide jeweils 
zu einem unterschiedlichen Ende der Nukleinsaure komplementar sind. 

49) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-48, dadurch 
5 gekennzeichnet, daB zwei unterschiedliche 'hairpin-loops' fur die Zyklisierung 

eingesetzt werden, wobei einer spezifisch (komplementar) fur das 
'linke'-Plasmidende, der andere spezifisch fur das 'rechte ? -Plasmidende der 
Nukleinsaure ist. 

50) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-49, dadurch 
10 gekennzeichnet, daB das modifizierte Nukleotid bevorzugt innerhalb des 'loops' 

lokalisiert ist. 

51) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach einem der Anspriiche 25-50, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Plasmid-DNA mit geeigneten Oligonukleotiden 
enzymatisch amplifiziert wird, die iiber mindestens eine Erkennungssequenz fur eine 

15 Restriktionsendonuklease verfugen, die bevorzugt nicht wiederholt in der 

Plasmidsequenz auftritt. 

52) Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 5 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB die zu verwendende Restriktionsendonuklease uberhangende 
Enden generiert, bevorzugt S'-iiberhangende Enden, wobei die Spaltstelle bevorzugt 

20 aufierhalb der Erkennungssequenz lokalisiert ist. 


53) 


Chimares Peptid-Nukleinsaure-Fragment nach Anspruch 5 1 oder 52, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei der Restriktionsendonuklease urn Bsa I handelt. 
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54) Verfahren zur Herstellung eines chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments nach 
einem der Anspriiche 1-53, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 
(a) Umsetzung einer Nukleinsaure (Oligonukleotid), enthaltend eine 
funktionelle Kopplungsgruppe, mit einem Kopplungsagenz. 
5 (b) Umsetzung des Konstruktes aus (a) mit Aminosauren am 

Carboxy-terminalen Ende eines Peptids, enthaltend eine 
Signalsequenz, ausgenommen eine KDEL-Signalsequenz, und 
(c) wahlweise Verlangerung des chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments aus 
(b) urn weitere DNA- oder RNA-Fragmente. 


1 0 55) Verfahren nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der DNA in 
Schritt (c) urn ein PCR amplifiziertes DNA-Fragment, enthaltend den menschlichen 
mitochondrialen Promotor des leichten Stranges (PJ, sowie das Gen fur die 
mitochondriale transfer RNA Leucin (tRNALeu^***), handelt. 


56) Verfahren zur Herstellung eines chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments nach 
1 5 einem der Anspriiche 1-53, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Wahlweise Verlangerung der Nukleinsaure, enthaltend eine funktionelle 
Kopplungsgruppe, um weitere DNA- oder RNA-Fragmente. 

(b) Umsetzung der Nukleinsaure mit funktioneller Kopplungsgruppe oder der 
verlangerten Nukleinsaure aus (a) mit einem Kopplungsagenz. 

20 (c) Umsetzung des Konstruktes aus (b) mit Aminosauren am 

Carboxy-terminalen Ende eines Peptids, enthaltend eine 
Signalsequenz, ausgenommen eine KDEL-Signalsequenz. 


57) Verfahren nach Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der DNA in 
Schritt (a) um ein PCR amplifiziertes DNA-Fragment, enthaltend den menschlichen 
25 mitochondrialen Promotor des leichten Stranges (PJ, sowie das Gen fur die 

mitochondriale transfer RNA Leucin (tRNALeu (UUR> ), handelt. 
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58) Verwendung der chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragmente nach einem der 

Anspriiche 1-53 zur zielgerichteten Nukleinsaureeinbringung in Zellorganellen und 
Zellen, gekennzeichnet durch die Umsetzung des Fragmentes mit Zellen oder 
vorbehandelten Zellkompartimenten. 

5 59) Verwendung nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet dafi es sich bei den 
vorbehandelten Zellkompartimenten urn energetisierte Mitochondrien handelt. 

60) Verwendung des chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments nach einem der 
Anspriiche 1-59 zur Einbringung in eukaryotische Zellen. 

61 ) Verwendung des chimaren Peptid-Nukleinsaure-Fragments nach Anspruch 60, 
10 dadurch gekennzeichnet, daB das Tarticle Gun ? System, Elektroporation, 

Mikroinjektion oder Lipotransfektion zur Einbringung in eukaryotische Zellen 
angewendet wird. 
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Figur 1 
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Figur2 
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Figur3 
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Figur 4 
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Figur 5a 
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Figur 5b 

10 20 30 40 50 60 

CCGCGGTGGC TGGCACGAAA TTGACCAACC CTGGGGTTAG TATAGCTTAG TTAAACTTTC 

GGCGCCACCG ACCGTGCTTT AACTGGTTGG GACCCCAATC ATATCGAATC AATTTGAAAG 

70 80 90 100 110 120 

GTTTATTGCT AAAGGTTAAT CACTGCTGTT TCCCGTGGGG GTGTGGCTAG GCTAAGCGTT 

CAAATAACGA TTTCCAATTA GTGACGACAA AGGGCACCCC CACACCGATC CGATTCGCAA 

130 140 150 160 170 180 

TTGAGCTGCA TTGCTGCGTG CTTGATGCTT GTTCCTTTTG ATCGTGGTGA TTTAGAGGGT 

AACTCGACGT AACGACGCAC GAACTACGAA CAAGGAAAAC TAGCACCACT AAATCTCCCA 

190 200 210 220 230 240 

GAACTCACTG GAACGGGGAT GCTTGCATGT GTAATCTTAC TAAGAGCTAA TAGAAAGGCT 

CTTGAGTGAC CTTGCCCCTA CGAACGTACA CAT T AG AAT G ATTCTCGATT ATCTTTCCGA 

250 260 270 280 290 300 

AGGACCAAAC CTATTTGTTT ATGGGGTGAT GTGAGCCCGT CTAAACATTT TCAGTGTATT 

TCCTGGTTTG GATAAACAAA TACCCCACTA CACTCGGGCA GATTTGTAAA AG T C AC AT AA 

310 320 330 340 350 360 

GCTTTGAGGA GGTAAGCTAC ATAAACTGTG GGGGGTGTCT TTGGGGTTTG GTTGGTTCGG 

CGAAACTCCT CCATTCGATG TATTTGACAC CCCCCACAGA AACCCCAAAC CAACCAAGCC 

370 380 390 400 410 420 

GGTATGGGGT TAGCAGCGGT GTGTGTGTGC TGGGTAGGAT GGGCGGGGGT TGTATTGATG 

CCATACCCCA ATCGTCGCCA CACACACACG ACCCATCCTA CCCGCCCCCA AC AT AAC T AC 

430 440 450 460 470 480 

AGATTAGTAG TATGGGAGTG GGAGGGGAAA ATAATGTGTT AGTTGGGGGG TGACTGTTAA 

TCTAATCATC ATACCCTCAC CCTCCCCTTT TAT T AC AC AA TCAACCCCCC ACTGACAATT 

490 500 510 520 530 540 

AAGTGCATAC CGCCAAAAGA TAAAATTTGA AATCTGGTTA GGCTGGTGTT AGGGCCCTTT 

TTCACGTATG GCGGTTTTCT ATTTTAAACT TTAGACCAAT CCGACCACAA TCCCGGGAAA 

550 560 570 580 590 600 

GTCCCACACC CACCCAAGAA CAGGGTTTGT TAAGATGGCA GAGCCCGGTA AT C G CAT AAA 

CAGGGTGTGG GTGGGTTCTT GTCCCAAACA ATTCTACCGT CTCGGGCCAT TAGCGTATTT 

610 620 630 640 650 660 

ACTTAAAACT TTACAGTCAG AGGTTCAATT CCTCTTCTTA AC AAC AT AC C CATGGCCAAC 

TGAATTTTGA AATGTCAGTC TCCAAGTTAA GGAGAAGAAT TGTTGTATGG GTACCGGTTG 


670 680 690 

CTCCTACTCC TCATTGTACC CATTCTAATC 
GAGGATGAGG AGTAACATGG GTAAGATTAG 

730 740 750 

AAAAT T C TAG G C TAT AT AC A ACTACGCAAA 
TTTTAAGATC CGATATATGT TGATGCGTTT 


700 710 720 

GCAATGGCAT TCCTAATGCT TACCGAACGA 
CGTTACCGTA AGGATTACGA ATGGCTTGCT 

760 770 780 

GGCCCCAACG TGGTAGGCCC CTACGGGCTA 
CCGGGGTTGC ACCATCCGGG GATGCCCGAT 
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790 800 810 

CTACAACCCT TCGCTGACGC CATAAAACTC 
GATGTTGGGA AGCGACTGCG GTATTTTGAG 

850 860 870 

TCTACCATCA CCCTCTACAT CACCGCCCCG 
AGATGGTAGT GGGAGATGTA GTGGCGGGGC 

910 920 930 

TGAACCCCCC TCCCCATACC CAACCCCCTG 
ACTTGGGGGG AGGGGTATGG GTTGGGGGAC 


820 830 840 

TTCACCAAAG AGCCCCTAAA ACCCGCCACA 
AAGTGGTTTC TCGGGGATTT TGGGCGGTGT 

880 890 900 

ACCTTAGCTC TCACCATCGC TCTTCTACTA 
TGGAATCGAG AGTGGTAGCG AGAAGATGAT 

940 950 960 

GTCAACCTCA ACCTAGGCCT CCTATTTATT 
CAGTTGGAGT TGGATCCGGA GGATAAATAA 


970 980 990 

CTAGCCACCT CTAGCCTAGC CGTTTACTCA 
GATCGGTGGA GATCGGATCG GCAAATGAGT 

1030 1040 1050 

AACTACGCCC TGATCGGCGC ACTGCGAGCA 
TTGATGCGGG ACTAGCCGCG TGACGCTCGT 

1090 1100 1110 

C TAG C CATC A TTCTACTATC AACATTACTA 
GATCGGTAGT AAG AT GAT AG TTGTAATGAT 

1150 1160 1170 

AT C AC AAC AC AAG AAC AC C T CTGATTACTC 
TAGTGTTGTG TTCTTGTGGA GACTAATGAG 

1210 1220 1230 

TTTATCTCCA CACTAGCAGA GACCAACCGA 
AAATAGAGGT GTGATCGTCT CTGGTTGGCT 

1270 1280 1290 

GAACTAGTCT CAGGCTTCAA CATCGAATAC 
CTTGATCAGA GTCCGAAGTT GTAGCTTATG 

1330 1340 1350 

GCCGAATACA CAAACATTAT TATAATAAAC 
CGGCTTATGT GTTTGTAATA ATATTATTTG 

1390 1400 1410 

ACATATGACG CACTCTCCCC TGAACTCTAC 
TGTATACTGC GTGAGAGGGG ACTTGAGATG 


1000 1010 1020 

ATCCTCTGAT CAGGGTGAGC ATCAAACTCA 
TAGGAGACTA GTCCCACTCG TAGTTTGAGT 

1060 1070 1080 

GTAGCCCAAA CAATCTCATA TGAAGTCACC 
CATCGGGTTT GTTAGAGTAT ACTTCAGTGG 

1120 1130 1140 

ATAAGTGGCT CCTTTAACCT CTCCACCCTT 
TATTCACCGA GGAAATTGGA GAGGTGGGAA 

1180 1190 1200 

CTGCCATCAT GACCCTTGGC C AT AAT AT G A 
GACGGTAGTA CTGGGAACCG GT AT TAT ACT 

1240 1250 1260 

ACCCCCTTCG ACCTTGCCGA AGGGGAGTCC 
TGGGGGAAGC TGGAACGGCT TCCCCTCAGG 

1300 1310 1320 

GCCGCAGGCC CCTTCGCCCT ATTCTTCATA 
CGGCGTCCGG GGAAGCGGGA TAAGAAGTAT 

1360 1370 1380 

ACCCTCACCA CTACAATCTT CCTAGGAACA 
TGGGAGTGGT GAT GT T AG AA GGATCCTTGT 

1420 1430 1440 

ACAACATATT TTGTCACCAA GACCCTACTT 
TGTTGTATAA AACAGTGGTT CTGGGATGAA 


1450 1460 
CTAACCTCCC TGTTCTTATG AATTC 
GATTGGAGGG ACAAGAATAC TTAAG 
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Figur 6a 
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Figur 6b 
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Figur 7a 
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Figur 7b 



% u| }e«A!P|V % U| )S)!A|Piv 



Ersatzblatt 


WO 95/34665 


Figur 8 


PCT/DE95/00775 


12/24 



1. Enzymatische Amplifizierung 

2. Behandlung mit Xho I und Pst I 

3. Reinigung des Reaktionsprodukts 

4. Ligation mit pBluescript DNA und MCS/TTS Oligos 



mtTF1 1 RNAPol = CSB l-lll 


\Xho\\ 



[PstT\ [PsfT] 


MCS/TTS 


I Bam HI I 


_* . 

Bam HI I 


1. Transformation in E. coli XL1 Blue 

2. Charakterisierung der Transformanten 

3. Reinigung des Plasmids 

4. Sequenzanalyse und Kartierung 



mtTF1 ; RNAPol = CSB l-lll = 


MCS/TTS 


\Afl\\.Aoc I. Bell Bst Ell. Atari. A/del. A/rul, EcoRV, H/nd 111 
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Figur 10 

10 20 30 40 50 60 

CTCGAGGGTC TCAGGGGCTA ATAGAAAGGC T AGG AC C AAA CCTATTTGTT TATGGGGTGA 
GAGCTCCCAG AGTCCCCGAT TATCTTTCCG ATCCTGGTTT GGATAAACAA ATACCCCACT 

70 80 90 100 110 120 

TGTGAGCCCG TCTAAACATT TTCAGTGTAT TGCTTTGAGG AGGTAAGCTA CATAAACTGT 
ACACTCGGGC AGATTTGTAA AAGTCACATA ACGAAACTCC TCCATTCGAT GTATTTGACA 

130 140 150 160 170 180 

GGGGGGTGTC TTTGGGGTTT GGTTGGTTCG GGGTATGGGG TTAGCAGCGG TGTGTGTGTG 
CCCCCCACAG AAACCCCAAA CCAACCAAGC CCCATACCCC AATCGTCGCC ACACACACAC 

190 200 210 220 230 240 

CTGGGTAGGA TGGGCGGGGG TTGTATTGAT GAGATTAGTA GTATGGGAGT GGGAGGGGAA 
GACCCATCCT ACCCGCCCCC AACATAACTA CTCTAATCAT CATACCCTCA CCCTCCCCTT 

250 260 270 280 290 300 

AATAATGTGT TAGTTGGGGG GTGACTGTTA AAAGTGCATA CCGCCAAAAG ATAAAATTTG 
TTATTACACA ATCAACCCCC CACTGACAAT TTTCACGTAT GGCGGTTTTC TATTTTAAAC 

310 320 330 340 350 360 

AAATCTGGTT AGGCTGGTGT TAGGGTTCTT TGTTTTTGGG GTTTGGCAGA GATGTGTTTA 
TTTAGACCAA TCCGACCACA ATCCCAAGAA ACAAAAACCC CAAACCGTCT CTACACAAAT 

370 380 390 400 410 420 

AGTGCTGTGG CCAGAAGCGG GGGAGGGGGG GTTTGGTGGA AATTTTTTGT TATGATGTCT 
TCACGACACC GGTCTTCGCC CCCTCCCCCC CAAACCACCT TTAAAAAACA ATACTACAGA 

430 440 450 460 470 480 

GTGTGGAAAG TGGCTGTGCA GACATTCAAT TGTTATTATT ATGTCCTACA AGCATTAATT 
CACACCTTTC ACCGACACGT CTGTAAGTTA ACAATAATAA TACAGGATGT TCGTAATTAA 

490 500 510 520 530 540 

AATTAACACA CTTTAGTAAG TATGTTCGCC TGTAATATTG AACGTAGGTG CGATAAATAA 
TTAATTGTGT GAAATCATTC ATACAAGCGG ACATTATAAC TTGCATCCAC GCTATTTATT 

550 560 570 580 590 600 

TAGGATGAGG CAGGAATCAA AGACAGATAC TGCGACATAG GGTGCTCCGG CTCCAGCGTC 
ATCCTACTCC GTCCTTAGTT TCTGTCTATG ACGCTGTATC CCACGAGGCC GAGGTCGCAG 

610 620 630 640 650 660 

TCGCAATGCT ATCGCGTGCA TACCCCCCAG ACGAAAATAC CAAATGCATG GAGAGCTCCC 
AGCGTTACGA TAGCGCACGT ATGGGGGGTC TGCTTTTATG GTTTACGTAC CTCTCGAGGG 

670 680 690 700 710 720 

GTGAGTGGTT AATAGGGTGA TAGACCTGTG ATCCATCGTG ATGTCTTATT TAAGGGGAAC 
CACTCACCAA TTATCCCACT ATCTGGACAC TAGGTAGCAC TACAGAATAA ATTCCCCTTG 

730 740 750 760 770 780 

GTGTGGGCTA TTTAGGCTTT ATG AC CCTGA AGTAGGAACC AGATGTCGGA TACAGTTCAC 
CACACCCGAT AAATCCGAAA TACTGGGACT TCATCCTTGG TCTACAGCCT ATGTCAAGTG 

790 800 810 820 830 840 

TTTAGCTACC CCCAAGTGTT ATGGGCCCGG AGCGAGGAGA GTAGCACTCT TGTGCGGGAT 
AAATCGATGG GGGTTCACAA TACCCGGGCC TCGCTCCTCT CATCGTGAGA ACACGCCCTA 
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ACGAGAAGGG 
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TGCTCTTCCC 

TAAACTGACA 

TTACACGATA 

CATGCCATTT 

ACCGAAATAC 

ATGATACATG 

970 

980 

990 

1000 

1010 

1020 

TGTTAAGGGT 

GGGTAGGTTT 

GTTGGTATCC 

TAGTGGGTGA 

GGGGTGGCTT 

TGGAGTTGCA 

ACAATTCCCA 

CCCATCCAAA 

CAACCATAGG 

ATCACCCACT 

CCCCACCGAA 

ACCTCAACGT 

IUjU 


1 050 

XUUU 

X VJ / VJ 

1080 

GTTGATGTGT 

GATAGTTGAG 

GGTTGATTGC 

TGTACTTGCT 

TGTAAGCATG 

GGGAGGGGGT 

CAACTACACA 

CTATCAACTC 

CCAACTAACG 

ACATGAACGA 

ACATTCGTAC 

CCCTCCCCCA 

J. VJ 27 U 
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1140 

TTTGATGTGG 

ATTGGGTTTT 

TATGTACTAC 

AGGTGGTCAA 

GTATTTATGG 

TACCGTACAA 

AAACTACACC 

TAACCCAAAA 

ATACATGATG 

TCCACCAGTT 

CATAAATACC 

ATGGCATGTT 

1 1 50 

1 1 fiO 
j. x \j \j 

1170 

1180 

X X vJ <J 

1190 

1200 

TATTCATGGT 

GGCTGGCAGT 

AATGTACGAA 

ATACATAGCG 

GTTGTTGATG 

GGTGAGTCAA 

ATAAGTACCA 

CCGACCGTCA 

TTACATGCTT 

TATGTATCGC 

CAACAACTAC 

CCACTCAGTT 

i 91 n 

1 990 

1 O'KO 

X ,J VJ 

1 940 

X *3 VJ 

1250 

Xa JU 

1260 

TACTTGGGTG 

GTACCCAAAT 

CTGCTTCCCC 

ATGAAAGAAC 

AGAGAATAGT 

TTAAATTAGA 

ATGAACCCAC 

CATGGGTTTA 

GACGAAGGGG 

TACTTTCTTG 

TCTCTTATCA 

AATTTAATCT 

1 970 

JL^S / VJ 

1 PRO 

1290 

1300 

1310 

1320 



x x uonu x x 


X V— • X >-» X VJxi. XXX 

GTCCTTGGAA 

TAGAATCGAA 

ACCCACGATT 

ACCACCTCAA 

TTTCTGAAAA 

AGAGACTAAA 

CAGGAACCTT 

1330 

1340 

1350 

1360 

1370 

1380 

AAAGGTTTTC 

ATCTCCGGTT 

TACAAGACTG 

GTGTATTAGC 

TGCAGATATC 

GCGAAGCTTA 

TTTCCAAAAG 
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Figur 12 
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ACAAAAACCC CAAACCGTCT CTACACAAAT 

400 410 420 

GTTTGGTGGA AATTTTTTGT TATGATGTCT 
CAAACCACCT TTAAAAAACA ATACTACAGA 

460 470 480 

TGTTATTATT ATGTC CTAC A AGCATTAATT 
ACAATAATAA TACAGGATGT TCGTAATTAA 

520 530 540 

TGTAATATTG AACGTAGGTG CGATAAATAA 
ACATTATAAC TTGCATCCAC GCTATTTATT 

580 590 600 

TGCGACATAG GGTGCTCCGG CTCCAGCGTC 
ACGCTGTATC CCACGAGGCC GAGGTCGCAG 

640 650 660 
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TAGGTAGCAC TACAGAATAA ATTCCCCTTG 

760 770 780 

AGTAGGAACC AGATGTCGGA TACAGTTCAC 
TCATCCTTGG TCTACAGCCT ATGTCAAGTG 
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AGCGAGGAGA GTAGCACTCT TGTGCGGGAT 
TCGCTCCTCT CATCGTGAGA ACACGCCCTA 
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850 860 870 

ATTGATTTCA CGGAGGATGG TGGTCAAGGG 
TAACTAAAGT GCCTCCTACC ACCAGTTCCC 

910 920 930 

ACGAGAAGGG ATTTGACTGT AATGTGCTAT 
TGCTCTTCCC TAAACTGACA TTACACGATA 

970 980 990 

TGTTAAGGGT GGGTAGGTTT GTTGGTATCC 
ACAATTCCCA CCCATCCAAA CAACCATAGG 
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ACCCCTATCT GAGGGGGGTC ATCCATGGGG 
TGGGGATAGA CTCCCCCCAG TAGGTACCCC 
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GTACGGTAAA TGGCTTTATG TACTATGTAC 
CATGCCATTT AC CGAAATAC ATGATACATG 
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TAGTGGGTGA GGGGTGGCTT TGGAGTTGCA 
ATCACCCACT CCCCACCGAA ACCTCAACGT 
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CAACTACACA CTATCAACTC CCAACTAACG 
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TTTAATATTG GTTCGTATTA TATCGTTCCT GATTGGGGAT ATGGAAGACG TATTACTTAA 
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2530 2540 
CATAACACAG CAAGACGAGA 
GTATTGTGTC GTTCTGCTCT 
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TAACAAACCC ACAGGTCCTA 
ATTGTTTGGG TGTCCAGGAT 
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(57) Abstract 

In order to appropriately introduce ge- 
netic material into cell organelles, the corre- 
sponding nucleic acid is bound to a cell-specific, 
compartment-specific or membrane-specific pep- 
tide. The nucleic acid is directed by the peptide 
to the aimed compartment through the natural 
protein transport paths and is transported through 
the membrane (the membrane system). For nu- 
cleic acids to unfold their replication and transcription activity in cells and cell organelles and to be projected into the cell through the 
protein import route, they must on the one hand have all required genetic elements and on the other hand must not exceed the pore import 
capacity. These two requirements caused the development of a linear-cyclic plasmid system which contains all required genetic elements, 
may be absorbed through the protein import route thanks to its pseudo-linear structure (cyclic DNA ends) and may finally build cyclic 
replication intermediates. By combining in any desired manner nucleic acids and compartment-specific protein sequences, this process 
allows nucleic acids to be appropriately introduced into cells and cell organelles. This system is thus suitable both for mutagenesis and in 
the molecular therapy of genetic diseases. 


(57) Zusammenfassung 


Urn Erbgut zielgerichtet in Zellorganellen einzufiihren, wird die entsprechende Nukleinsaure an ein zell-, kompartiment- oder 
membranspezifisches Peptid gebunden. Unter Ausnutzung der naturlichen Proteintransportwege wird die Nukleinsaure von dem Peptid 
zum Zielkompartiment dirigiert und durch die Membran (das Membransystem) transportiert. Dam it die Nukleinsaure eine Replikations- 
und Transkriptionsaktivitat in Zellen und Zellorganellen entfalten und uber die Protein-Importroute eingeschleust werden kann, muB sie 
zum einen uber alle notwendigen genetischen Elemente verfugen und zum anderen die GroBenkapazitat der Importpore nicht iibersteigen. 
Die Kombination dieser Voraussetzungen fuhrte zur Entwicklung eines linear-zyklischen Plasmidsystems, das zum einen alle notwendigen 
genetischen Elemente beherbergt und zum anderen durch seine pseudo-lineare Struktur (zyklisierte DN A-Enden) uber die Protein-Importroute 
aufgenommen werden kann und anschlieBend zyklische Replikationsintermediate zu bilden vermag. Das Verfahren ermoglicht durch 
beliebige Kombination von Nukleinsauren und kompartimentspezifischen Protein sequenzen die zielgerichtete Einbringung von Nulkeinsauren 
in Zellen und Zellorganellen und damit die Verwendung dieses Systems sowohl in der zielgerichteten Mutagenese als auch zur molekularen 
Therapie genetischer Erkrankungen. 
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